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本 书 由 苏联 医学 科学 院 院 士 B. H. OpexoBrd 主编 ， 
全 书 分 68 节 ， 每 节 都 叙述 一 个 或 几 个 现代 生物 化 学 常用 的 方 
法 ， 这 些 方法 中 包括 近年 发 展 起 来 的 一 些 十 分 重要 的 生化 技 
术 ， 诸 如 亲 和 层 析 、 免 疫 化 学 、 mRNA 纯化 及 蛋白 质 的 合成 
等 。 对 每 个 方法 的 原理 进行 了 扼要 的 介绍 , 并 对 操作 过 程 作 了 
详细 的 叙述 。 此 外 , 还 附 有 大 量 参考 文献 。 本 书 可 供 从 事 生物 
化 学 及 临床 生物 化 学 工作 者 参考 。 


‘ Ets 
tf) 
现代 生物 化 学 方法 


【 苏 ] B，H.， 奥 列 霍 维 奇 等 编著 
RFR RRM 合 译 


中 科 院 植物 所 图 书馆 
OIL 
$0017410 


aH S 


《现代 生物 化 学 方法 ?一 书 是 由 苏联 医学 科学 院 院 士 B。 HL 
OpexoBrq 主编 的 ,全 书 分 68 节 , 每 节 都 叙述 一 个 或 几 个 现代 生物 
化 学 常用 方法 。 这 些 方法 大 体 止 可 以 分 成 三 类 : 一 类 是 人 及 动物 组 
织 中 与 含 氨 物 质 及 碳水 化 合 物 氧化 有 关 的 酶 与 产物 的 研究 法 。 一 
类 是 具有 生物 活性 的 多 肽 与 蛋白 质 及 与 这 类 物质 代谢 有 关 的 酶 类 
的 研究 法 。 一 类 是 动物 组 织 中 蛋白 质 生物 合成 的 研究 法 。 这 些 方 
法 中 包括 近年 发 展 起 来 的 一 些 十 分 重要 的 生物 化 学 方法 , 例如 : ® 
和 层 析 、 免 疫 化 学 技术 .mRNA 的 纯化 法 、 蛋 白质 合成 的 无 细胞 体 
系 等 等 。 每 个 方法 都 是 由 从 事 这 方面 工作 的 专家 撰写 的 , 所 以 对 实 
验 操作 中 的 一 些 重要 细节 也 一 一 作 了 包 述 ， 使 读者 应 用 这 些 方法 
时 格外 方便 。 | 

本 书 可 供 从 事 生物 化 学 及 临床 生物 化 学 的 工作 者 参考 之 用 。 

全 书 由 误 厚 积 (复旦 大 学 ) 与 赵 邦 堪 ( 北 京 大 学 ) 两 人 合 译 。 第 
一 部 分 及 第 二 部 分 的 前 7 节 由 赵 邦 民 翻 译 , RRR, 其 余部 分 
LEER AE, MOM et TRE, 错误 之 处 在 所 难免, 希 
读者 批评 指正 。 

一 九 八 口 年 七 月 
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在 1964 和 1968 年 由 苏联 医学 科学 院 生物 化 学 和 医学 化 学 研 
究 所 编写 出 版 了 《生物 化 学 现代 方法 > 丛书 中 的 两 本 书 ， 在 第 一 未 
书 的 序言 中 指出 , 生物 化 学 方法 的 数量 很 大 , 并 且 它 们 的 数量 每 年 
都 有 增加 ， 至 于 某 些 很 有 名 的 方法 的 改良 法 的 数量 就 更 多 了 。 毫 
ARM, 随 着 许多 新 方法 的 出 现 , 大量 的 过 去 所 发 表 的 方法 由 于 其 
专 二 性 差 , 不 够 灵敏 , 过 分 的 复杂 性 或 者 某 些 试剂 难以 得 到 而 已 失 
去 其 未 身 的 意义 。 要 把 杂乱 无 章 的 一 大 堆 方法 介绍 阐述 清楚 ， 对 
从 事 某 一 方面 生物 化 学 研究 的 大 专家 来 说 也 是 困难 的 ， 而 对 年 轻 
的 研究 人 员 来 说 要 独立 的 完成 此 项 任务 更 是 困难 。 考 虑 到 上 述 原 
A, 研究 所 提出 了 有 系统 地 出 版 这 套 书 的 任务 , 在 这 套 丛 书 内 论述 
了 生物 化 学 研究 最 有 效 和 最 专 一 的 方法 。 

第 一 卷 有 廿 六 篇 ， 在 这 当中 详细 地 拖 述 了 蛋白 质 和 核酸 以 及 
这 些 生物 高 分 子 物 质 的 基本 组 成 成 分 的 主要 提取 方法 和 物化 性 
质 。 

这 套 丛 书 的 第 二 卷 专 门人 述 亚 细 胞 结构 和 细胞 化 学 成 分 及 生 
物体 体 湾 的 测定 方法 和 性 质 鉴定 。 

第 三 卷 材料 所 叙述 的 特点 根本 上 有 别 于 上 述 二 卷 ， 如 果 在 第 
一 、 三 卷 大 部 分 章节 中 是 叙述 各 个 方法 以 及 综合 方法 的 理论 基础 ， 
和 详细 地 有 分 述 关 于 所 用 仪器 的 实际 数据 等 等 ， 那 么 在 第 三 卷 中 是 
以 非常 扼要 的 形式 着 重 注意 叙述 实验 技术 , 这 样 就 有 可 能 处 述 68 
种 方法 而 不 是 象 过 去 所 出 版 的 两 卷 中 每 卷 内 仅 能 叙述 20~25 种 
方法 。 蛋 白质 生物 合成 机 理 研 究 方面 活跃 的 研究 工作 促进 了 新 方 
法 的 建立 , 这 些 新 方法 能 更 有 效 和 高 质量 地 解决 这 个 问题 。 因 此 ， 
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盐酸 一 浓 盐 酸 、10% 盐 酸 及 0.1 人 盐酸 。 
葵 邻 二 酰 亚 胺 钾 。 
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将 2.16 50 (0.01M) 4-4 see SER CAL, 用 乙醇 重 结晶 ， 燃点 为 
90~100°C) YF 20 毫升 新 重 蒸 的 N, N- 二 甲 基 甲 酰胺 中 ; HES 
温 中 与 1.85 克 (O.01M) HAE AG — BE WD Re OCR HE 10 Ft 
N,N- 二 甲 基 甲 酰 腕 中 ) 相 混合 。 反 应 温度 提高 到 45°C 将 反应 混合 
物 在 室温 中 放置 过 夜 ,过 滤 除 去 省 化 钾 沉 淀 , 将 滤液 在 真空 中 蒸发 
浓缩 。 将 残留 物 \(1.6 死 ) 转 移 到 一 个 带 有 搅拌 器 冷凝 管 及 滴 液 漏 
斗 的 三 角 烧 瓶 中 , 加 入 30 ZAC, MAM, FEAT, 
滴 液 漏斗 逐 滴 加 入 5 EF KA AEN CERAM (0.5 Feak & A HF 
溶 于 5 毫升 乙醇 中 )。 可 以 见 到 有 日 色 乳 酷 状 沉 演 形成。 然后 加 
入 5 毫升 浓 盐 酸 , 沸腾 3 小 时 。 冷 却 至 室温 后 将 沉 演 过滤， 并 将 滤 
液 加 热 , 蒸发 至 干 。 将 残留 物 (900 毫克 ) 溶 于 20 毫升 水 中 , 用 碱 
的 水 溶液 使 它 碱 化 到 PH .10.0, 用 乙醚 抽 提 。 将 忆 醚 抽 提 液 (30 训 
J AIR, KES 15S ST 10% 的 盐酸 一 起 振 功 。 将 酸性 抽 提 液 
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在 真空 中 蒸发 至 干燥 ， 将 残留 物 在 乙醇 中 结晶 ， 得 到 400 ot GE 
1AM 23%) 白色 片 状 结晶 的 入 硝 基 葵 基 胺 盐酸 盐 ， 其 熔点 为 
250~252°C, 

实验 测 得 的 数值 (%):N 一 一 14.69; 14.90%; C,H CIN,O,, tf 
(H(%). N——15.07%., 


4 BERR 4 HSER IS 


# 0.31 55 (0.002 M) 4-fH SE AE RE Fl 0.31 50 (0.002 M) 4-1 
SLANE AE 15 SFC PA Ooh, WAU, UE 
结晶 ， 用 乙醇 洗涤 后 ， 再 用 乙醚 加 以 洗涤 , 产 率 为 .0.55 克 ( 占 理论 
fH 96.5%), FA 90 毫升 正 丙 醇 加 以 结晶 后 得 到 0.45 ae a 
Hn, MERRY 249°C, 


REBELS MOC BOES 
0.5 Ft 96% ZREP INA 0.5 FF 2, 4-— PYLE IE Be HH PK HR 
WR. KEI SE — HE YD EE EN FS Lt HE 78~79°C 加 


MON, Wa, TEMBER A CR CA A ak HI 
丝 上 加 有 量子 的 电炉 ! )。 


4- 硝 基 茶 醛 的 测定 . 


在 几 个 磨 口试 管 中 各 加 入 含有 4- 硝 基 葵 醛 ( 每 毫升 25 1M) HY 
0.05 M Tris-HCl 28 »hyk (pH 8.5)0.4 毫升 。 对 照管 中 加 入 相同 
体积 的 但 不 含 4- 硝 基 茶 醛 的 缓冲 液 。 再 在 实验 及 对 照管 中 各 加 入 
0.2 毫升 0.11M 盐 酸 BAP AA 4-H kA HR 1500nM), & 
0.30 SARK. IA PY PH (AWW 2.5, 用 玻璃 塞 紧 塞 试管 ， 
fi ate 45C 的 水浴 中 保温 1 小 时 。 然 后 各 试管 中 加 入 1.5 SF 
不 含 痰 基 化 合 物 的 乙醇 和 0.10 EF 50% AA, FF dE 4, 
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5~104) $a, ZEB 590nm 下 测量 其 光 密 度 〈 以 对 照管 作 空 
白 )。 根 据 标 准 曲线 (Al 1) 确定 样品 中 4- 硝 基 茶 醛 的 含量 。 此 标 
准 曲线 是 根据 人 工 合成 的 4- 硝 基 葵 醛 -全 - 硝 基 荃 逐 溶 液 在 同样 的 
条 件 下 所 测定 的 光 密 度 值 而 制作 的 。 


E5oo 


了 
nM 


Al 测定 4- 硝 基 茶 醛 含量 的 标准 曲线 
纵 座 标 一 一 E59o， 即 590nm 下 的 光 密 度 ; 横 座 标 
一 一 试 样 中 4- 硝 基 茶 醛 的 含量 , 以 nAM 表示 1- 


用 4_ 硝 基 革 基 胺 作为 底 物 测定 二 腔 氧 化 酶 的 活力 


可 用 比 活力 为 每 毫克 蛋白 质 在 一 分 钟 内 可 以 氧化 400nM 了 丁 
二 胺 的 二 胺 氧化 酶 纯 品 作为 研究 材料 的 实例 (E. B. Topauenkopa 
H 机 D。，1967)。 

在 磨 口 试管 中 加 入 0.05 毫升 研究 材料 (5 微克 二 胺 氧化 酶 纯 
制剂 )、0.4 毫升 0.05 MTris-HCI 缓冲 液 (PH8.5 及 0.05 毫升 
4- 硝 基 葵 基 胺 水 溶液 (每 毫升 5000n), 最 终 体 积 为 0.5 毫升 加 
磨 口 塞 子 ,在 87“"C 水 浴 中 保温 20 分 钟 。 保 温 后 , 试管 中 加 六 入 确 
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KDE IE IL AEZ NERC E IE, Bees 
正好 能 将 试 样 的 DH 值 调 到 2.5。 对 照 组 中 加 入 底 物 及 4 EAE 
BEG, 即将 酶 失 活 后 再 保温 。 

根据 试 样 中 4- 硝 基 葵 醚 形成 的 量 来 确定 二 腕 氧化 酶 之 活力 。 
全 - 硝 基 节 醚 的 测定 法 如 前 面 所 述 。 


猪 肾 二 胺 氧化 酶 的 提纯 
JI. H. Crecuna 


二 胺 氧化 酶 活力 的 测定 


原理 “根据 二 胺 氧化 酶 所 催化 的 丁 二 胺 ( 腐 胺 )-[Ll 包 的 氧化 

反应 进行 测定 ， 
NH,(CH,),CH,NH, + 0,+H,O0O—>» 
NH,(CH,);CHO+ H,O,+ NH; 

反应 产物 4- 氮 基 丁 醛 由 于 分 子 内 的 缩合 而 形成 A- 吡 咯 啉 〈 二 氢 
吡咯 )，A“- 吡 咯 啉 再 与 邻 -氨基 葵 甲 醛 作用 形成 有 颜色 的 化 合 物 ， 
它 在 430nm 处 有 最 大 的 吸收 CHolmstedt et al., 1961), 

试剂 50mM 了 本 二 胺 (本 二 胺 -5 4] .2HCD。 人 饱和 的 邻 - 氮 基 
苯 甲 醛 水 溶液 。0.067 M BER AFR thy PH 7.5), 50%=AZ 
mM (TCA), | 

操作 过 程 。 试管 中 加 入 工 毫 升 缓冲 液 ，0.2 SHT i, 0.5 
毫升 饱和 邻 氨基 葵 甲 醛 水 溶液 ,0.05~0.2. 毫 升 酶 液 ， 用 水 补足 至 
2.8 毫升 。 将 试 样 用 氧 饱和 1~2 分 钟 后 在 37"C 保 温 20~40 分 钟 
《时 间 的 长 短 取决 于 酶 的 活力 )。 加 入 0.2 SH 50% TCA 以 终止 
反应 。 离 心 分离 出 沉淀 在 波长 430nm 下 测定 其 光 密 度 ( 用 10 mm 
比 色 杯 , CD-16 分 光 光 度 计 )。 以 不 加 底 物 的 试 样 作为 对 照 。 

按 形成 的 氨 量 计算 出 已 被 氧化 的 丁 二 膀 的 量 。 氮 量 则 按 标 准 
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曲 组 测定 。 所 列 的 标准 曲线 是 用 含 邻 -氨基 茶 甲 醛 的 试 样 中 光 密 
度 的 变化 对 在 同一 试 样 中 用 等 温 燕 馅 后 再 用 奈 氏 试剂 处 理 的 方法 
测 得 的 氨 量 的 曲线 。 

在 上 述 试验 条 件 下 在 工分 钟 内 能 催化 氧化 1nM 丁 二 胺 的 酶 
量 定 为 二 胺 氧化 酶 的 一 个 活力 单位 。 以 每 毫克 蛋白 质 所 具有 的 活 
力 单位 表示 比 活力 。 蛋 白质 的 浓度 用 克 氏 定 氮 法 或 按 Lowry 等 
《1951) 的 方法 测定 。 
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从 猪 肾 皮 层 的 匀 浆 分 离 二 胺 氧化 酶 。 分 离 的 步骤 包括 : 有 控 
制 的 加 热 、 硫 酸 铵 盐 析 .DEAE- 纤 维 素 吸 附 、 氢 氧化 铝 凝 胶 吸 附 
(E. B. Topsueskosa u gp., 1967) RAW KER p-300 过 滤 。 

匀 浆 的 制备 ”新鲜 的 (或 在 一 20C 下 贮存 但 不 超过 10 一 12 天 
WD) 4's, RAR Rate Waring {Re Pe 100MM 磷酸 缓冲 液 
(PH6.8) PAR 5 BH. WA SOM NAR. 

HoH = PARI TEA aK FF FE 60°C 水 浴 中 加 热 20 分 钟 。 
在 4000g 下 离心 10 分 钟 除去 变性 蛋白 及 细胞 碎片 的 沉淀 。 

硫酸 铵 分 级 分 离 ”向 所 得 上 清 液 在 不 断 的 搅拌 和 控制 PH 值 
的 情况 下 加 入 结晶 硫酸 贸 至 0.35 饱和 度 。 加 入 4 狗 的 氨水 使 PH 
值 保持 在 6.8。 加 完 硫 酸 铵 后 放置 3~4 小时, 然后 以 4000g 离心 
10 分 钟 , 弃 去 沉淀 , 向 上 清 液 加 入 硫酸 铵 至 0.50 AME, 放置 I~ 
4 小 时 ,40008g 离心 10 分 钟 , 弃 去 上 清 液 ， 然 后 将 沉淀 溶解 于 最 小 
体积 的 100m 磷酸 缓冲 液 (P 瓦 6.8) 中 。 

再 次 加 热 ” 将 所 得 酶 液 在 58°C 的 水 浴 中 在 不 断 的 搅拌 下 加 
热 10 分 钟 。 然 后 40008 离心 15 分 钟 以 除去 变性 杂 和 蛋白。 将 上 清 
液 对 100 mM 磷酸 缓冲 液 (pDH7.0) 透 析 至 除 尽 铵 离子 为 止 。 

DEAE- 纤 维 素 处 理 ”将 DEAE- 纤 维 素 事 先 用 10 普 内 磷酸 
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缓冲 滚 〈pHT7.0) 加 以 平衡 ， 按 照 10~15 克 干 DEAE -纤维 素 对 
.1.5 一 2 .0 克 蛋 白质 的 比例 将 纤维 素 加 入 透析 后 的 酶 液 中 。30 分 
钟 后 经 布 氏 漏斗 过 滤 得 到 DEAE- 纤 维 素 。 用 递增 浓度 的 磷酸 组 
tb (PH 7.0, 10, 30, 60, 80, 100 mM) 将 酶 蛋白 从 DEAE- 纤 维 
EVE PR, FA 60 mM & 80 mM 磷酸 缓 冲 液 洗 脱 下 来 的 组 
分 中 含有 DEAE- 纤 维 素 处 理 之 前 的 起 始 样品 中 酶 活力 的 90~~ 
95%, 
和 握 氧 化 铝 凝 胶 C, 处 理 “将 具有 二 胺 氧化 酶 活力 的 组 分 合 
并 ,加 入 氢 氧 化 铝 凝 胶 ， 使 蛋白 质量 与 凝 胶 干 物质 量 之 比 为 2:1。 
搅拌 30 分 钟 后 ， 将 试 样 在 20008 离心 所 分 钟 , 上 清 液 中 无 二 胺 氧 
化 酶 活力 , 弃 去 。 用 递增 浓度 的 磷酸 缓冲 液 (PH7.6, 10、15、20、25、 
35, 40mM) 在 不 断 搅拌 15~20 分 钟 后 ， 用 2000 g 离 心 15 分 钟 ， 
“将 酶 蛋白 从 凝 胶 上 洗 脱 下 来 。 用 35、30 及 35 症 到 缓冲 液 抽 提出 
来 的 组 分 中 含有 二 胺 氧化 酶 的 活力 。 将 这 些 组 分 合并 , 对 100 m M 
磷酸 缓冲 液 (P 了 7.0) 透 析 5~6 小 时 。 

再 次 用 氢 氧 化 铝 凝 胶 C, 处 理 ”向 透析 后 所 得 的 酶 液 加 入 和 氢 
氧化 铝 凝 胶 Cr，: 加 入 的 凝 胶 量 按照 蛋白 质 与 凝 胶 干 物质 之 比 为 
3:1 计算 。 搅 拌 40 分 钟 后 ， 将 试 样 离心 5 分 钟 (2000 8)， 弃 去 上 
清 。 有 吸附 在 凝 胶 上 的 蛋白 质 用 递增 浓度 (125、150\175、200、225、 
250 mi) 的 最 小 体积 的 磷酸 缓冲 液 将 它 洗 脱 下 来 。 洗 脱 时 ， 将 不 
同 浓度 的 缓冲 液 与 凝 胶 一 起 搅拌 15 分 钟 ， 于 2000 g 离心 5 分钟。 

用 175, 200,225 及 250 mM 缓冲 液 抽 提 出 来 的 蛋白 质 组 分 中 
含有 起 始 匀 浆 中 二 胺 氧化 酶 活力 的 T0~75 % (# 1)。 

生物 凝 胶 P-300 柱 层 析 ”在 一 个 体积 为 45 毫升 (1.5x 30 厘 
米 ) 装 有 生物 凝 胶 P-300 并 事先 用 10mM 磷酸 缓冲 液 (pDH7.6) 洗 
过 的 柱子 上 , 加 上 1.2 毫升 (3.2 毫 克 蛋 白质 ) 第 二 次 Cy 纯化 后 的 
样品 。 然 后 用 100 mM 磷酸 缓冲 液 (pPH7.6) 洗 脱 , 流速 每 分 钟 0.05 
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毫升 用 自动 分 部 收集 器 每 1 毫升 收集 一 管 。 组 分 8~12 含有 二 胺 
氧化 酶 的 最 高 活力 ， 占 匀 浆 中 酶 活力 的 1.5 僵 2.0 多。 这 一 步 使 酶 
的 比 活 力 比 起 始 匀 浆 中 的 比 活力 提高 达 3500~4000 FF CHL 1). 


表 1 猪 凤 二 胺 氧化 酶 的 提纯 (实验 例 ) 


硫酸 铵 分 级 分 
再 加 热 


DEAE- 
纤维 素 处 理 


气 氧 化 铝 凝 胶 
Cr 处 理 


再 一 次 C，, 外 理 8 2470 


生物 凝 胶 0.55 |4050 
P -300 柱 层 析 


” 二 胺 氧化 酶 的 活力 单位 规定 为 : 在 1 mM 磷酸 缓冲 液 (PHT7. 5) 中 , 87°C 下 工分 钟 
内 能 使 In 丁 二 胺 氧化 的 酶 量 为 一 个 活力 单位 8 


所 得 酶 制剂 用 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 区 带电 泳 分 析 只 出 现 二 条 分 得 


很 清晰 的 蛋白 质 条 带 。 


猪 肾 二 胺 氧化 酶 提纯 的 改良 法 
工 . U. Kaumosa 


当 有 邻 氨基 葵 甲 醛 存在 时 ， 丁 二 胺 氧化 脱 氨 基 时 有 2, 3- 三 
M-1, 2- 唆 唑 啉 (最 高 吸收 在 430nmy) 的 形成 ， 根 据 这 一 点 来 测定 
二 胺 氧化 酶 的 活力 (了 olmstedt et al., 1961), 
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酶 的 纯化 


为 了 省 掉 58°C Mix — 4, Xf VI. H CTecHHa OK. H. 
Axonsn mw ap., 1972, th, Ay Sl As 3 8 — Bho) SB — WT) BCE Ja AY WM 
PF Hal 25 — fee 4b A ECE. B. Topsuenkona u ap., 1967) ES 
一 些 改进 。 这 就 有 可 能 得 到 每 克 分 子 蛋白 质 带 有 4~8 TSH 3k 
的 酶 制剂 , 而 用 加 热 法 所 得 的 制剂 一 > 也 基 的 含量 不 会 超过 4 个 。 

为 了 得 到 高 纯度 的 酶 制剂 ， 在 纯化 的 最 后 一 步 采 用 了 硫酸 狠 
溶液 *“ 反 抽 提 ”的 方法 (Jakoby, 1968), 


匀 浆 的 制备 


所 有 操作 在 5~O°C 下 进行 。 将 1600 克 肾 的 皮层 〈 新 鲜 的 或 
于 二 20"C 贮 存 1 一 2 星期 的 ) 分 批 与 1600 毫升 0.1M 磷酸 缓冲 液 
(PH7.0) fe PT-1 BARA POR 3 分 钟 ， 然 后 离心 (350008) 45 
分 钟 。 弃 去 沉淀 。 


硫酸 铵 分 级 分 高 


在 上 清 液 中 加 入 结晶 硫酸 铵 至 0.43 ARE, RIM 4% BA 
化 钠 洲 液 使 PH 保持 在 交 .0 左右 , 在 冷 处 放 2.5 小 时 (或 放 过 夜 )， 
然后 离心 (20000 g) 20 分 钟 。 问 上 清 液 加 入 硫酸 镑 至 0.53 饱和 度 ， 
再 离心 一 次 。 将 所 得 沉淀 洲 解 于 0.1 MX 磷酸 缓冲 液 (pH7.0) 中 ， 
并 对 此 缓冲 液 透析 18 小 时 ， 其 间 更 换 缓 冲 液 多 请 次 。 如 果 在 透 
析 时 出 现 不 溶解 的 物质 , 就 离心 除去 (35000 g, 20 分 钟 )。 


DEAE- 纤 维 素 吸附 


将 事先 用 0.01 凡 磷酸 缓冲 液 PH7.0) 洗 涤 过 的 DEAE- 纤 维 
me (Cl 型 )30~~35 Fe CFR) 加 到 透析 后 的 酶 液 中 。 在 冷 处 放置 
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40 分 钟 后 (不 时 地 加 以 搅拌 )， 用 布 氏 漏 斗 分 离 出 纤维 素 。 用 递增 
浓度 (0.01.0.03.0.06、0.08、0.10M) 磷酸 缓冲 液 (pDH7.0) 各 
200~250 毫升 与 DEAE- 纤 维 素 搅拌 均匀 以 洗 脱 二 胺 氧化 酶 。 


第 一 次 和 氢 氧 化 铝 凝 胶 吸 附 


将 具有 二 胺 氧化 酶 最 高 活力 的 几 个 组 分 合并 ， 并 使 其 吸附 于 
氨 氧 化 铝 凝 胶 上 。 对 每 种 凝 胶 制剂 要 在 “ 正 ? 吸 附 的 情况 下 预先 测 
定 酶 蛋白 与 凝 胶 干 物质 的 最 适 比例 。 表 2 的 纯化 实验 中 采用 1:2 
的 比例 。 将 吸附 剂 加 入 酶 溶液 之 前 应 离心 (25008g, 2 分钟) 除去 凝 
胶 中 多 余 的 水 分 。 

将 悬浮 液 间 歇 搅 拌 40 分 钟 后 离心 用 50~60 Ft 0.15~ 
0.45.M 递 增 浓度 磷酸 缓冲 液 (PH7.6) 分 段 洗 脱 吸 附 于 氢 氧 化 铝 
凝 胶 上 的 蛋白 质 〈 下 一 次 分 段 洗 脱 时 的 缓冲 液 浓度 要 比 上 一 次 的 
”提高 0.052)。 在 间歇 搅拌 下 洗 脱 !10 分 钟 后 离心 。 3 

将 具有 二 胺 氧化 酶 最 高 比 活力 的 组 分 合并 后 对 .0.01484 磷酸 
缓冲 液 (PH7.0) 透 析 过 夜 。 


第 二 次 氢 氧 化 铝 凝 胶 吸 附 
向 透析 后 的 酶 液 加 入 一 定数 量 的 所 氧化 铝 凝 胶 ， 使 透 本 后 的 
酶 液 中 蛋白 质 与 凝 胶 干 物质 含量 之 比 为 1:2。 在 间 区 搅 拌 下 使 吸 
附 作用 进行 40 分钟 。 离 心 后 将 已 吸附 上 的 蛋白 质 用 最 小 体积 的 


磷酸 缓冲 液 (DH7.6) 洗 脱 下 来 ， 缓 冲 液 的 浓度 每 次 递增 -0.025 M 
(从 0.15 到 0.30M)。 


if BS Fx iz th te * 


HE Bil — He Br 7S LB A eo FR RAI (PHT .0~7.4), 
# 这 最 后 一 步 不 是 每 次 提纯 酶 时 都 进行 的 ,只 是 在 必要 时 才 采 用 。 
5 


Ad PE LP RR RAR ESE 28% 〈 重 量 百分比 )。 5~10 分 钟 后 ， 
将 悬浮 液 在 10000g 离心 10 分 钟 。 将 所 得 沉淀 在 玻璃 义 浆 器 中 
与 1~2 BF 26% HMRI CH 0.0527 磷 酸 缓冲 液 或 用 水 配 
制 ) 研 碎 。 将 悬浮 液 离心 10 分 钟 (10000 g)。 用 同样 的 方法 将 这 省 
再 用 24% 22% .20% 18% MRR BE THE. WEE Link 
DLA (fe Fil it RR ER IR Ee RE 28%. REE i BL» 10 4} HP (10000 
&), 所 得 的 沉淀 洲 解 于 0.05 M BRAK (PHT .0), MAHA 
冲 液 进行 透析 :测定 透析 内 液 中 的 蛋白 质 含量 及 二 胺 氧化 酶 活力 。 

这 -- 步 所 得 的 酶 其 比 活力 为 每 毫克 和 蛋白质 1000 单位 , 但 是 产 
率 不 高 。 


表 2 猪 吧 二 胺 氧化 酶 的 提纯 (实验 例 ) 
但 HE Boy Be. Ee 


匀 浆 8200 |235000 


MULE (0.43 176 7100 
~0.53;0 FE) 


DEAE- 纤 维 素 -| 435 | 1300 
吸附 

第 一 次 氢 氧 化 | 120 | 87 
铝 凝 胶 吸 附 


第 二 次 氢 氧 化 18 13 
SE URE FBC OR Bt 


用 二 和 毛 异 三 聚 握 酸 反应 测定 线粒体 单 胺 氧化 酶 的 活力 
P. C. KpuBpuenKosa 
方法 的 原理 


线粒体 单 胺 氧化 酶 , 腕 :O:- 氧 化 还 原 酶 ( 脱 氨基 酶 )，( 黄 素 酶 ) 
- JJ - 


EC1.4.3.4, 催化 以 下 反应 : 

RCH,-CH,NH, +0, +H,O—-+»RCH,CHO + MH, +H,0, 
式 中 的 了 为 脂肪 族 或 芳香 族 基 团 。 We RO 

单 胶 氧 化 酶 活力 的 大 小 可 以 根据 某 些 单 胺 类 底 物 与 线粒体 制 
品 一 起 保温 时 释放 出 的 氨 量 来 测定 。 为 了 测定 试 样 中 所 的 含量 ， 
采用 了 一 个 灵敏 度 很 高 的 专 一 反应 。 这 反应 是 根据 氨 在 碱 性 条 件 
下 ， 当 有 二 和 氯 异 三 聚 氰 酸 盐 、 水 杨 酸 盐 及 硝 普 盐 (nitropTusside) 
存在 时 能 形成 在 波长 660nm Wi 物 的 能 力 
(Reardon et al., 1966), 

用 二 氧 异 三 聚 氰 酸 盐 试剂 测定 氨 含 量 的 方法 ， 其 灵敏 度 比 一 
般 的 用 奈 氏 试剂 反应 的 方法 约 高 100 倍 。 所 以 ， 应 用 二 和 毛 异 三 聚 
氛 酸 盐 反应 来 测定 单 胺 氧化 酶 活力 很 适用 于 酶 的 活力 较 低 或 研究 ， 
的 材料 很 少时 的 测定 。 原 则 上 ， 此 法 可 应 用 于 任何 有 氮 释 放 的 酶 
促 反应 的 研究 。 

试剂 

酷 胺 (对 羟基 葵 乙 胺 ) 盐 酸 盐 。 

5- 产 色 胺 已 二 酸 盐 或 肌 酸 硫酸 盐 。 

12 儿 水 杨 酸 钠 溶 液 ( 含 有 0.06% THA). 

0.2% 异 三 聚 氰 酸 钾 的 IN KOH 溶液。 

0.05 N 硫酸 。 

充分 煮沸 过 的 饱和 碳酸 钾 溶 液 。 

50% =A CMR. 

0.2M! BER A AAR (pH 7.4), 

线粒体 的 分 离 及 酶 的 制备 已 在 前 面 叙 述 过 《〈B. 3. TopKun K 
mp., 1968), 
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测定 过 程 


每 一 试 样 中 加 入 100~400 微克 线粒体 蛋白 质 , 如 鼠 肝 线粒体 
(通常 溶 于 0.1~0.4 毫升 缓冲 液 中 )、 底 物 ( 酷 胺 5- 羟色胺 或 其 它 
单 胺 类 )1w M (通常 溶 于 0.2 毫升 缓冲 液 中 )， 加 0.1M 磷 酸 钾 钠 
2B wh ik (PH 7.4) BRAKBY 1.8 毫升。 将 试 样 在 氧气 中 在 37°C 
的 水 浴 中 保温 60 分钟。 在 保温 结束 时 加 入 0.2 毫升 50% 三 氯 乙 
酸 (最 终 浓度 为 5 多 ) 以 终止 反应 。 离 心 (600 g, 3 分 钟 ) 分 离 出 形成 
的 沉淀 。 用 Conway AAA, 继 之 再 用 二 氧 异 三 聚 氰 酸 反应 
测定 上 清 液 中 的 所 含量 。 为 此 ， 将 Conway MspI be 
凡士林 , 再 在 外 槽 中 加 0.7 毫升 上 清 液 , 四 的 中 央 放 1 毫升 0.5 N 
硫酸 。 在 外 槽 中 加 入 1.5 毫升 碳酸 钾 饱 和 溶液 以 后 立刻 将 严 盖 
上 , 在 室温 下 放置 17 ~20 小 时 。 外 槽 中 被 碳酸 钾 置 换 出 来 的 氨 被 
亚 中 央 的 硫酸 所 吸收 。 蒸 馅 完毕 后 ， 于 亚 中 央 加 入 0.5 毫升 水 杨 
酸 钠 溶液 , 再 加 入 0.5 毫升 二 氯 异 三 聚 氰 酸 钾 。30 分 钟 后 , 将 四 中 
央 的 液体 定量 地 转移 到 一 个 刻度 试管 中 ， 然 后 加 入 重 燕 饮水 至 总 
体积 为 和 毫升。 充分 搅动 后 用 分 光 光 度 计 在 波长 660nm 下 测定 
其 光 密 度 〈 比 色 杯 光 径 为 1 厘米 )。 试 验 样 品 与 对 照 (以 缓冲 液 代 
SL) 之 间 光 密度 之 差 即 为 该 试 样 的 氨 含 量 。 氨 的 含量 可 从 
标准 曲线 中 算出 。 用 每 毫升 含有 0.1w MAN RR A LE 
准 曲线 。 

在 生物 学 实验 中 ， 应 用 二 握 异 三 聚 氰 酸 盐 反应 的 必须 条 件 是 
氨 的 等 温 蒸馏 。 试 样 中 有 少量 蛋白 质 及 某 些 含 氨 化 合 物 存在 会 干 
扰 二 氧 异 三 聚 氰 酸 盐 反 应 “直接 ”法 定 氨 ( 即 在 Conway MPAA 
蒸 饮 而 定 所 )(Scely et al., 1967), 

.为 了 防止 平行 试验 中 测定 结果 的 明显 偏差 ， 所 有 的 溶液 都 必 
须 用 重 莱 馅 的 无 所 的 水 配制 , 所 有 器 亚都 要 用 无 所 的 水 测 一 测 , 必 
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须 在 空气 中 不 含有 微量 氮 的 房间 内 进行 测定 。 

在 上 述 条 件 下 进行 试验 时 ， 当 试 样 中 加 入 350 微克 大 鼠 肝 脏 
线粒体 蛋白 质 及 1 M 酷 胺 或 5 羟色胺 时 ， 释 放出 的 氮 量 分 别 为 
0.35+0.02 & 0.29+0.01@M, | 


AW - BER CRER VINE SRSA 
I. Al. Ucaxanau, +H. VW. Axonan 


方法 的 原理 


对 - 硝 基 茶 乙 胺 在 单 胺 氧化 酶 (EC1.3.4.3) 催化 下 发 生 氧 化 
脱 氨 基 作 用 , 对 - 硝 基 葵 乙 醛 与 过 剩 的 底 物 相互 作用 而 形成 有 颜色 
的 产物 ， 后 者 在 强 碱 介质 中 可 用 正 丁 醇 抽 提出 来 。 对 完全 透明 的 
正 丁 醇 相 进行 比 色 测 定 。 


x 7 

50 mM xf-A EE CREB ER. 101 毫克 溶 于 10 毫升 水 中 。 
0.2 M BERS BRE MK (DH 7.4). 
正 丁 醇 。 


0.5% ARAL, 
pH it, 
测定 过 程 

磨 口 的 试管 中 加 入 工 毫 升 待 测 物 , MARAE RO 5~5S 
克 蛋 白质 )、I 毫 升 0.2 MERAH RK (pH 7.4),0.1 BF 50m M 
Xt -AB EAE ZR YAIR Se M EWM), 加 水 至 总 体积 为 3 毫升 。 和 仔细 地 
搅动 试 样 , 并 将 它 在 37"C 水 浴 中 保温 45 分 钟 ( 在 此 条 件 下 对 - 硝 基 
苯 乙 胺 的 脱 氨基 反应 为 零 级 反应 )。 保 温 终止 后 ,在 试 样 中 立即 加 
“ 了 4 e 


入 0.5%NaOH 至 PH10.0( 用 pH 试纸 控制 ) 使 单 胺 氧化 酶 失 活 。 
然后 , 试管 中 加 入 4 毫升 正 丁 醇 , 塞 上 磨 口 塞 , 剧烈 振 划 1 分钟。 将 
试管 内 的 液体 转移 到 聚 乙烯 离心 管 中 , 4000 g 离心 5 分钟。 将 上 层 
丁 醇 相 小 心地 转移 到 分 光 光 度 计 (C@-4) 比 色 杯 ( 光 径 1 厘米 ) 中 ， 
在 波长 440 nm 下 测 其 光 密 度 值 , 以 空白 试验 的 本 醇 相 作对 照 。 空 
白 试验 中 除 无 底 物 外 其 它 一 切 条 件 都 与 上 述 试验 相同 。 

单 胺 氧化 酶 的 活力 越 高 ， 测 得 的 光 密 度 值 也 越 高 。 图 2 中 提 
供 的 为 大 鼠 肝 脏 线粒体 实验 中 所 测 得 的 光 密 度 值 与 用 其 它 方法 
( 按 氨 释放 的 速度 ) 所 测 得 的 单 腕 氧化 酶 活力 的 结果 〈B. 3. Fop- 
KHH HH_ Xp.,1968) 的 比较 (都 用 对 - 硝 基 苯 乙 胺 作 底 物 , 条 件 严格 地 
相同 )。 所 得 直线 可 用 作 将 正 丁 醇 抽 提 液 的 光 密 度 值 换算 为 氨 的 


fib wis 
0.28 / 
0.26 
0.24 
0,22 
0.20 
0.18 
0.16 
0.14 
0.12 
0.10 
0.08 
0.06 
0.04 
0.02 


@ 0.1 0.2 0.3 04 OS 06 0.7 08 0.9 1.0 
: uM 
2 BU A ALAS [ee AYA BEE ZR A SE EPH 
所 量 与 平行 试验 中 丁 醇 抽 提 液 的 光 密 度 之 间 的 关系 


纵 座 标 一 一 440nm 的 光 密 度 ; 横 座 标 一 一 试 样 中 的 氢 量 , 以 微克 分 子 表示 
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微克 分 子 数 的 标准 曲线 。 


动物 组 织 线粒体 单 胺 氧化 酶 的 溶解 及 纯化 


催化 足 类 物质 氧化 脱 氨基 作用 的 单 胺 氧化 酶 ， 在 动物 中 主要 
集中 于 线粒体 内 , 与 线粒体 膜 碎片 牢固 地 结合 在 一 起 。 因 此 , 要 从 
膜 的 结构 成 分 中 分 离 出 单 胺 氧化 酶 (溶解 作用 ) 并 且 进 一 步 将 这 些 
酶 加 以 提纯 是 十 分 困难 的 。 在 不 同 种 类 的 动物 中 ， 以 及 在 不 同 的 
器 官 中 ， 单 胺 氧化 酶 在 许多 性 质 上 有 显著 的 不 同 。 下 面 引述 了 根 
据 不 同 的 原理 从 四 种 不 同 的 生物 材料 溶解 与 纯化 单 胶 氧 化 酶 的 方 
法 。 

选择 哪 一 种 方法 取决 于 研究 的 任务 有 无 合适 的 生物 材料 、 仪 
髓 及 试剂 。 所 述 方法 中 没有 那 一 个 方法 是 适用 于 任何 情况 的 。 


用 无 离子 去 污 剂 溶解 和 纯化 公牛 脑 组 织 单 胺 氧化 酶 


T. A. MocksputTuna 


活力 的 测定 


单 胺 氧化 酶 活力 的 测定 是 娄 据 对 - 硝 基 葵 乙 胺 脱毛 基 作 用 时 
形成 的 有 色 产 物 ， 而 后 者 的 量 可 用 光度 法 测定 《B. 3. LopKHH u 
mp., 1968), 

试剂 50m M X}-fAHE-B-A IK, AF O.2M 磷酸 钾 钠 缓冲 
WW (pH 7.4), | 

25 %o To FH: 15 7] (OP-10) KAM, 

测定 的 过 程 ”向 1 毫升 缓冲 液 中 加 入 0.3 2H OP-10 ¥ wk, 
0.1 毫升 50 mM 对 - 硝 基 -BC- 葵 乙 胶 (〈 底 物 ) 及 等 量 的 酶 液 , 以 使 每 
个 试 样 释放 出 的 氨 量 不 致 超过 0.4A 1M。 加 水 使 试 样 的 总 体积 到 
3 毫升 , 37 C 保 温 工 小 时 。 保 温 后 测定 光 密 度 \ 比 色 计 为 中 93K-57 

e 16 . 


H, 比 色 杯 光 径 10 BK, WEIGH No. 3)。 光 密度 改变 0.125 相当 
FR O.1 eM, 
在 上 述 测定 条 件 下 , 1 4) BES ETE BR In M 氨 的 酶 量 定 为 酶 
的 一 个 活力 单位 。 按 Lowry 法 测定 蛋白 质 含量 (JI M. Pungman, 
1964)。 制作 标准 曲线 时 采用 含有 无 离子 去 污 剂 OP-10 的 结晶 牛 
和 清 清 蛋白 作 标准 。OP-10 的 浓度 与 上 述 研究 试 样 中 所 含 的 OP- 
LO 的 浓度 相同 。 无 离子 去 污 剂 的 量 用 溴 百 里 酚 蓝 按 标准 曲线 加 以 
测定 CSchwartz et al., 1958), 


酶 的 纯化 


酶 的 溶解 是 用 底 物 将 酶 的 活性 中 心 加 以 保护 的 情况 下 ， 在 强 
碱 性 介质 中 用 去 污 剂 完 成 的 。 用 这 种 方法 溶解 的 酶 不 必 采 用 足以 


引起 酶 的 专 一 性 发 生 改 变 的 方法 而 得 到 了 纯化 (B. 3. Topxun, 
1972)。 


试剂 与 材料 


0.25 MERA (PH 7.6). 

FE i) « 

25 和 去 污 剂 (OF-10) 溶 液 。 

AAG BER Cae 

fd A tote HK OF BT A KC PH WABI) 7.6), 

IMBRA— FF, 

IM BR — AR. 

0.01M k 0.004M 磷酸 钾 钠 缓冲 液 CPDHT7.6)。 

0.97% AAG PRS MK. 

牛 脑 来 自 层 宰 场 , 保存 于 冰 中 。 所 有 操作 除 特别 指出 者 外 , 都 
在 冷 处 进行 。 


本 


线粒体 的 分 高 


将 脑 组 织 除 去 皮层 、 小 脑 及 脑 组 织 的 膜 以 后 ,用 0.9 匈 KCI 溶 
液 洗涤 。 每 次 分 离 用 1.5 公斤 脑 组 织 。 以 每 100 克 为 一 份 与 500 
毫升 0.25 内 莽 糖 溶液 一 起 在 Waring 匀 浆 器 中 进行 匀 浆 。 用 1 
MK,HPO, 将 所 得 的 匀 浆 液 调 到 PH7.6( 约 需 7~15 BH). AW 
层 纱布 过 滤 后 ， 与 13.5 升 基 糖 液 相 混合 。 离 心 除去 细胞 核 4(1500 
g, 10 分 钟 )。 弃 去 沉 演 后, 将 上 清 液 离心 20 分 钟 (24000 8) 以 沉淀 
线粒体 。 弃 去 上 清 。 将 沉淀 分 批 在 Potter-Elvejhem RH SAR ae 
中 与 6250 ZF 0.2 M 蔗糖 液 进行 匀 浆 ， 再 离心 (条 件 同 前 )。 将 
所 得 线粒体 在 玻璃 匀 浆 器 中 与 1250 毫 升 重 蒸 饮 水 (也 6.0 一 7.0) 
BET ADRK, 离心 45 分 钟 (40000 g), 弃 去 上 清 液 , 将 沉淀 悬浮 于 500 
毫升 重 蒸 饮水 中 ， 匀 浆 后 于 -20"C 冰 冻 。 在 这 样 的 状态 下 线粒体 
可 保存 二 个 月 。 


溶 ” 解 


将 一 部 分 线粒体 融化 , 用 水 稀释 , 使 达到 每 毫升 悬浮 液 中 含有 
8 毫克 蛋白 质 。 在 搅拌 下 按 每 100 毫升 悬浮 液 加 入 0.125 毫升 苯胺 
(pH 11.2), 放置 30 分 钟 后 离心 30 分 钟 (40000 g)。 弃 去 上 清 液 ， 
将 沉淀 悬浮 于 重 蒸馏 水 中 使 达到 原来 的 体积 。 向 所 得 悬浮 液 (P 孔 
10.7) 在 冷 处 加 入 站 %OP-10 溶液 ， 加 入 量 按 每 100 毫升 悬浮 液 
加 4 毫升 OP- 10 溶液 计算 。30 分 钟 后 ， 将 野 浮 液 离 尼 30 分 钟 
(40000 8), FAVE. LAM PMA 1M NasHEO # pH 8.0, 对 
35 体积 的 0.004! BERR 2B Mh (pH 7.6) BHR. 


在 容器 中 用 和 氢 氧 化 铝 凝 胶 C, 处 理 
所 得 的 溶液 在 PH 8.0 时 带 有 强 乳 光 , 向 此 淤 液 中 加 六 氢 氧 化 
9 JS > 


馈 凝 胶 Css 每 次 都 需要 通过 试验 来 确定 凝 胶 的 用 量 ， 使 在 此 条 
件 下 由 于 凝 胶 对 杂 蛋 白 的 吸附 而 使 酶 达到 最 大 限度 的 纯化 。 一 般 ， 
在 凝 胶 上 能 同时 被 吸附 ， 但 在 离心 后 丢失 的 酶 活力 高 达 起 始 酶 活 
力 的 50 多。 在 室温 下 并 在 间 鞭 搅拌 下 进行 Ce 凝 胶 的 处 理 。20 分 
钟 后 , 离心 3 分 钟 (10000 g), 弃 去 沉淀 。 


it BS Fk i ix 


向 所 得 上 清 液 在 PH7.6 RA 0.4%OP-10 存在 下 MARR 
Peel AYA MK, MAW Fe 100 毫升 上 清 液 中 加 54 SARRE 
和 溶液 计算 。2 小 时 后 ， 离 心 10 分 钟 (30000 g) 。 收 集 沉 淀 ， 将 它 
溶解 于 0.01M 磷酸 缓冲 液 (DH7.6) 中 (磷酸 缓冲 液 的 量 为 上 清 液 
JRRR RAR 1/5), Xt 300 FAFA AY 0.004 M BERRI MK (pH 7.6) 

透析 20 小 时 , He] BRAM MK 5 UK. 


FR OP-10 去 污 剂 处 理 

在 已 经 除去 微量 铵 离子 的 透析 液 中 加 入 去 污 剂 OP-10 至 最 
终 浓 度 为 1%, 1 小 时 后 离心 30 分 钟 (40000g), FHT. KK 
呈 淡 黄色 并 略 带 乳 光 。 

再 次 用 和 氢 氧 化 铝 凝 胶 C。 处 理 

将 所 得 上 清 液 再 用 氢 氧 化 铝 凝 胶 处 理 , 方法 如 上 记述。 一般， 

用 凝 胶 再 次 处 理 时 只 有 10% 左 右 的 酶 活力 被 吸附 。 
酶 制剂 的 性 质 


得 到 的 酶 制剂 含有 的 单 胺 氧化 酶 活力 为 起 始 匀 浆 液 中 该 酶 活 
FAW 3~5%, ARROW, BHD ARS BEARS 
PREY 100nM 气 。 无 离子 去 污 剂 的 含量 为 0.3~0.49。 含 有 
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去 污 剂 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 图 谱 中 只 显 出 一 条 蛋白 质 条 带 。 这 
条 带 所 含 的 蛋白 质 具 有 单 胺 氧化 酶 的 活力 。 酶 制剂 能 在 3~4 天 
内 应 用 。 由 于 在 分 离 过 程 中 酶 极 易 被 氧化 , 所 以 在 工作 之 前 必须 
用 im M 二 琉 基 苏 糖 醇 保温 1~3 小 时 。 

表 3 ”从 和 牛 脑 线粒体 纯化 单 胺 氧化 酶 (实验 例 ) 


纯化 阶段 

SJ 3K 4000 

线粒体 的 分 离 200 

”溶解 作用 168 
日 


Pi BRER ULE 64 
去 污 剂 OP -10 处 理 43 


再 次 用 氢 氧 化 43 
铝 凝 胶 C， 处 理 


用 无 离子 去 污 剂 溶解 与 纯化 公牛 肝脏 单 胺 氧化 酶 - 
SK. VW. AkomusH 


EWS 2 a A a 7 BY TT AS A SE ASCH 


脱 氨基 的 速度 用 比 色 法 加 以 测定 。 一 个 酶 的 活力 单位 被 规定 为 : 在 
0.1M 磷酸 缓冲 液 中 , 37"C 时 一 分 钟 内 能 催化 释放 nM A 


x fl 


苯胺 ( 碱 )。 
som M 对 - 硝 基 葵 乙 胺 盐酸 盐 : 将 101 毫克 溶 于 10 毫升 水 中 
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0.2M 磷酸 钾 缓 冲 液 \P 卫 7.4)。 

25 % TBF HSH) Triton X-100 水 溶液 。 

0.25. HERE YAM. 

Bit WA EK (BEBE A) 

5% AIK. 

AAG BER Ce 按 下 法 制备 : 将 '22 TEM MRALIA T 500 Ft 
63"C 的 水 中 ,加 100 Ft 10% AK. HIE AK 97 BN MPA) 50°C, 
在 剧烈 搅拌 下 一 次 加 入 150 毫升 预 热 到 58°C 的 含有 76.7 SEHR EK 
硕 的 水 溶液 。 同 时 将 温度 升 到 61"C，10 分 钟 后 ,立即 离心 从 溶液 
中 分 离 出 沉淀 ， 洗涤 5 次,， 每 次 用 1.5 升水 搅拌 后 离心 除去 液体 。 
在 第 6 次 离心 后 上 清 液 仍然 是 混浊 的 ， 在 室温 中 放 两 个 星期 后 形 
A BRK, BA AA OG HERE Ce. 

以 冰冻 状 于 一 20C 保 存 的 新 鲜 牛 肝 在 3 一 4 星期 内 仍 可 用 于 
“线粒体 的 分 离 。 


酶 的 纯化 
匀 浆 的 制备 


将 冰冻 状 牛 肝 在 室温 中 放 3~4 个 小 时 使 它 完全 融化 后 , 与 10 
倍 体积 的 0.25 REM YA WEE Waring SRA VETTE IR, FARK 
离心 法 分 离线 粒 体 , FEF HR AUER IES 


溶解 
在 每 毫升 含有 20 , 毫 死 蛋白 质 的 线粒体 的 水 晤 浮 液 中 (P 
6.0~6.2), 在 用 磁力 搅拌 器 不 停 的 搅拌 下 (同时 用 DHL 计 测 定 PH 
值 ? 加 入 苯胺 ( 碱 ) 至 最 终 浓 度 为 5mM。 这 时 悬浮 液 的 PH 值 上 升 
至 8.2~8.3, tA Triton X-100 (25% kM) 至 最 终 浓 度 为 
0. 信 多。 将 悬浮 液 离心 40 分 钟 人 (10000 g), 弃 去 沉淀 。 上 清 液 中 含 


2 


有 的 酶 活力 为 线粒体 悬浮 液 中 单 胺 氧化 酶 活力 的 75 全 95。 


硫酸 铵 分 级 分 离 


向 所 得 上 清 液 中 在 不 断 的 搅拌 与 控制 PH 值 的 情况 下 加 入 疆 


BRR 0.20 饱和 度 。 加 入 5% Bk fH PH RA 8.2, FE 
— 20°C HE 30 4} BR, 4°C RL 90 分 钟 后 离心 10 分 钟 (20000g), F ATL 
3, ALTER IM ARERR 0.4 人 和 度 ， 于 一 20 C 放 30 分 名 
4cC 放 90 分 钟 后 ,于 20000 g 离心 10 分 钟 。 将 出 现 的 沉淀 悬 浮 于 


少量 0.1M RBBB HK (PH T.4) 4, 对 1 mM wei eth wR (PH 7.4) © 


SM ERRRAF HL. MA Triton X-100 BARREN 0.15%, 
在 25000 g 离心 104+ 4, HAUME. 


氢 氧 化 铝 凝 胶 处 理 


向 上 清 液 部 分 加 入 所 氧化 铝 凝 胶 Ce 悬浮 液 ， i Ligh SA 
质 含量 与 凝 胶 干 物质 含量 之 比 为 3:1。 搅 拌 40 分 钟 后 , 本 100008 
离心 5 分钟, RAVE. 


硫酸 铵 沉淀 


向 上 清 液 部 分 加 入 硫酸 匀 至 0.40 饱和 度 , 并 使 PH 值 保 持 在 
7.2~7.4 范围 内 。 在 一 20"C 放 置 30 4) 4h, 4°CR 90 分 钟 后 , 于 
20000 g 离心 10 分 钟 。 将 出 现 的 沉淀 洲 解 于 10 mM] BERRA Mh Be 
(pH7. 翁 中 。 将 每 毫升 含有 1.0~1.5 毫克 蛋白 质 的 溶液 对 1 mM 
i Eth Wi (PH 7.4) tT BRS AAT AIL. p38 Oi Je AY BT 
心 30 45H (25000 8), FAVE. 


再 次 用 和 氢 氧 化 铝 凝 胶 Ce 处 理 


向 上 清 液 中 加 入 氢 氧 化 铝 凝 胶 Cs, 加 入 之 量 按 蛋 白质 与 凝 胶 
。22 。 


之 比 为 1:1 WH. PPE 40 分 钟 后 , 在 10000 g RD 5 5} Hh, 弃 去 沉 
淀 。 上 清 液 部 分 即 为 纯化 了 的 酶 ， 所 含 单 胺 氧化 酶 的 活力 为 起 始 
匀 浆 中 活力 的 1 和 左右 ( 表 和。 纯化 后 的 酶 制剂 中 含 Triton X- 
100 的 浓度 为 0.5~1.0 多 。 


酶 制剂 的 性 质 


稳定 性 MBE 4°CT2~96 小 时 内 稳定 ,50 C 加 热气 分 钟 , 50 多 
失 活 。 

酶 制剂 的 纯度 “ 酶 制剂 在 含有 Triton X-100 的 聚 丙 烯 酰 胺 
凝 胶 电泳 图 谱 上 只 见 到 一 条 蛋 晶 质 条 带 ， 这 个 组 分 具有 单 胺 氧化 


表 4 和 牛 肝 单 胺 氧化 酶 的 纯化 (实验 例 ) 
OK. WU. Axonsu u gp., 1972) 


OE te Bis fae, Cette) Pg lewrerene 
(SFr) | 位 /毫升 让 (单位 ) 毫升 ) ety: (%) 1/6 
A 800 33.8 | 27040 26 1.3 | 100 1 
线粒体 的 分 离 15 130.2 9765 21 6.2 36 5.0 
Ww iF 68 116.8 7932 16 7.3 29 5.8 
硫酸 铵 分 级 分 离 45 89.7 4036 6.5 13.8 15 11.0 
Che 48 54.7 2625 1.1 49.8 9.5 39.5 
Hi REVUE 8 39.8 318 0.4 99.6 1:3 79.0 
ea iis 6 38.3 229 0.12 | 319 0.9 | 253.5 
| 
酶 的 活力 (以 色 胶 作 底 物 )。 


分 子 量 用 Sephadex G-200 薄 层 层 析 测 得 的 分 子 量 为 
264000。 
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米 氏 常数 ”用 双 倒数 作 图 法 测 得 的 Km fiiy 3.2 108M 
物 为 色 胶 ) 。 
$856 pH PH9.0 时 色 胺 的 脱 氨 作用 速度 最 快 。 


用 超声 波 与 无 离子 去 污 剂 联合 溶解 
FO BH LA Ge AF Ale SB Be Se AL 
VW. C. CeBpepHHa 


在 酶 的 纯化 过 程 中 , 根据 对 - 硝 基 -C- 葵 乙 胺 脱 氨 作 用 的 速度 
用 比 色 法 测定 单 胺 氧化 酶 的 活力 (JI B. BpycoBa u gp., 1965), 
所 用 的 试剂 有 : 50m 人 改 对 - 硝 基 -C- 茉 乙 胺 ,0.247 PERMA RK (pH 
7.4), 25% FEB F# BAI Triton X-100, 

测定 的 过 程 已 在 前 面 叙述 过 了 (B. 3. FopKHH u gp., 1968), 
用 波长 450nm 进行 比 色 测定 。 

纯化 酶 的 全 部 操作 都 在 4C 进 行 。 


线粒体 的 分 离 


用 0.25 M 蔗 糖 液 将 大 鼠 肝 脏 制 成 10% 匀 浆 ， 先 除去 细胞 核 
及 细胞 碎片 (B. 3. TopKa u gp., 1968), EAA 8500 g AYER 
20 分 钟 分 离 出 线粒体 。 用 0.01MX 磷 酸 钾 缓 冲 液 (DHT.4) 洗涤 线 
粒 体 沉 淀 以 除去 一 部 分 可 深 性 杂 和 蛋白, 再 用 8500g 离心 15 分 钟 。 


线粒体 膜 的 制备 


将 线粒体 沉淀 悬浮 于 燕 馏 水 中 ， 使 蛋白 质 含量 为 每 毫升 2 一 
30 毫克 , 并 在 一 20C 保 存 。 融 化 后 用 0.0075 BER ERE Dh (DH 


7.4) 将 上 述 悬 浮 液 稀释 至 每 毫升 含有 2.5~3.0 毫克 蛋白 质 , 离心 
20 分 钟 (25000 g8)， 将 含有 大 量 杂 蛋白 (多 至 线粒体 蛋 和 白质 总 量 的 
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35%) MW ERMA A, WIEN AAR, KER TF 0.01 
M i WR Beth YR (PHT. 4) 中 《在 Potter-Elvejhem Hx Hj YAR ae! A 
浆 悬 浮 )， 使 蛋白 质 浓度 为 每 毫升 10 毫克 。 人 制备 线 粒 体 膜 这 一 步 
使 得 酶 的 比 活力 比 原始 线粒体 悬浮 液 中 的 提高 两 倍 〈 表 5 ， 第 一 
步 )。 


溶解 作用 


向 所 得 线粒体 膜 的 悬浮 液 中 加 入 盐酸 苯胺 至 终 浓度 为 3m2l， 
将 此 悬浮 液 用 超声 破碎 机 (Y3AH-I1) 在 8C 35 Fah 2k Mb 6~10 
分 钟 。 超 声 处 理 后 立即 将 悬浮 液 倒 进 一 个 预 冷 的 研 钵 中 ， 用 玻璃 
砂 仔 细 加 以 研磨 ， 并 逐 滴 加 入 30% 无 离子 去 污 剂 Triton X-100 
的 水 溶液 至 最 终 浓度 为 1.5% 。 在 室温 中 放置 1.5 小 时 后 ， 将 悬 
浮 液 在 4C160000g 离心 100 分 钟 。 溶 解 后 得 到 深 标 色 的 酶 液 含 
有 线粒体 所 具有 的 酶 活力 的 70 和。 溶解 处 理 这 一 步 对 酶 的 纯化 作 
用 不 大 , 比 活 力 只 提高 1.2 倍 ( 见 表 5 BIH), 


氢 氧 化 铝 凝 胶 Cx 上 的 负 吸 附 


将 溶解 后 的 单 胺 氧化 酶 制剂 从 0.05 W 磷酸 缓冲 液 (Pp 卫 7.4) 
中 吸附 在 氢 氧 化 铝 凝 胶 上 。 为 此 ， 将 凝 胶 悬 浮 液 (每 毫升 含 13 & 
TD) 加 于 溶解 后 的 酶 制剂 中 ， 使 蛋白 质 与 凝 胶 之 比 为 1:2。 
在 这 样 的 条 件 下 , 杂 和 蛋白 被 吸附 。 在 4'C 搅拌 15 分 钟 后 ， 将 混合 
液 在 8000 g 离心 5 分 钟 , HAVE. LYM PH 7.4) MAM 
酶 的 活力 为 溶解 处 理 后 的 酶 制剂 活力 的 70~80 % 


硫酸 铵 沉淀 


问 所 得 上 清 液 中 分 小 批量 地 加 入 研磨 得 很 碎 的 重 结晶 硫酸 铂 
全 0.30 人 饱和 度 。 用 磁力 搅拌 器 剧烈 搅拌 下 在 0C PH. 7.3~7.7 F 
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进行 沉淀 作用 ， 但 是 要 尽 可 能 防止 起 泡沫 。 逐 泣 加 入 5% 氨水 使 
pH 维持 在 7.3~7.7。 在 3"C 放 置 1 小 时 后 离心 45 分 钟 (30000 8) 
分 离 出 絮 状 沉淀 , 将 它 溶解 于 尽 可 能 小 量 的 5 mM ERE Oh (DH 
7. 急 中， 并 对 相同 的 缓冲 液 (含有 1x 10-5M 2- 菩 基 己 醇 ) 进 行 透 
析 ， 将 透析 后 所 得 的 酶 液 上 DEAE- 纤 维 素 柱 进行 纯化 〈 见 表 马 
5~6 步 )。 


DEAEE- 纤 维 素 层 析 


将 第 一 根 柱 (3 x 18 厘米 ) 用 0.03 M 磷酸 缓冲 液 (PH7.4) 加 
以 平衡 *。 将 透析 后 的 酶 液 的 盐 浓 度 及 P 也 调 到 与 上 述 磷 酸 缓 冲 液 
相同 ( 即 0.03.M, pH 7.6), 然后 加 Triton X-100 至 2.3%, 将 酶 液 
上 DEAE- 纤 维 素 柱 。 在 此 条 件 下 杂 和 蛋白 被 吸附 。 产 率 为 原始 酶 
活力 的 80%, 

将 比 活 力 足够 高 的 组 分 合并 , 对 10 升 0.01HM BER Mh MK (pH 
7.46) 透 析 过 夜 。 将 透析 后 的 含有 29 Triton X-100 的 酶 液 正 
第 二 根 DEAE- 纤 维 素 柱 (1.5x 12 BOK), S56 0.01M BERR 
冲 液 CpDH7.46) 将 柱子 进行 平衡 。 用 含有 0.4% Triton X-100 的 
0.05 磷酸 缓冲 液 (PH7.35) 洗 脱 酶 。 

将 具有 最 高 比 活 力 的 几 个 组 分 合并 。 一 般 ， 这 一 步 中 所 得 的 
洗 脱 液 的 比 活力 高 于 线粒体 悬浮 液 中 的 比 活 力 约 50 倍 。 

如 果 这 一 步 的 酶 制剂 其 纯化 程度 较 低 的 话 , 则 将 0.05 MBER 
缓冲 液 (PH7.35) 的 洗 脱 液 合并 后 浓缩 至 Triton -100 的 含量 为 
1.2~1.5%, RGM 0.01M BRR MR (PH 7. 46) PETA. KE 
析 后 的 酶 液 重 新 上 DEAE-FARE, HTS 0.01IM 磷酸 组 
冲 液 (P 互 7.46) 加 以 平衡 。 酶 的 洗 脱 可 以 采用 与 上 述 相同 的 条 件 ， 


* IDEAE- 纤 维 素 柱 层 析 时 所 用 的 全 部 缓冲 液 都 含有 2-RECH, RREAIX 
10 57M。 
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也 可 以 采用 0. 1M 磷酸 缓冲 液 ( 含 有 0.2% Triton 入 -100)。 这 一 
步 可 以 使 酶 的 纯度 再 提高 1.5~1.8 倍 。 

酶 的 产 率 为 9~10 匈 ， 其 比 活 力 为 线粒体 中 的 50 倍 。 单 胺 氧 
化 酶 制剂 中 含有 O.2~0.4% 的 Triton 入 -100。 纯 化 单 胺 氧化 酶 
的 典型 实验 的 结果 列 于 表 5。 


表 5 大 鼠 肝 脏 单 胺 氧化 酶 的 纯化 (实验 例 ) 
SB ite Se <p 监 c py GE 


ws Cai | EGP hn aa co 纯化 程度 "(ey 
线粒体 悬浮 液 | 9500 | 2100 | 13.3 3.0 4.4 1.0 | 100 
1. agin 9790 | 1200 | 110 13.7 | 8 1.8 
2. 溶解 作用 6700 | 637 | 71.6 | 6.5 | 1 2.2 | 70 
3. erie 6437 | 309 | 66 3.15 | 21 4.7 | 67 
See | 6166 | . 210 |, 181 6.2 | 24.4 | 5.5] 64 


5.- 第 一 次 DEAE- 
纤维 索 吸 附 3350 55 | 101 1.65 | 61 14 35 


6. 第 二 次 DEAE- 


纤维 素 吸附 900 4.1 70 0.32 | 220 50 9 


* 一 个 酶 活力 单位 规定 为 : 在 0.1 MX 磷酸 缓冲 液 (pPH 7.4) rH, 37"C 一 分 钟 内 能 催化 
释放 出 1 nM WAS 


区 带电 泳 
聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 时 (5 多 凝 胶 /0.1M Tris- 甘 氨 酸 缓冲 液 ， 
PH9.3, 90 分 钟 ) 发 现 上 述 酶 制剂 中 有 由 个 蛋白 质 组 分 ， 其 中 有 一 
个 组 分 停留 于 原点 。 以 色 胺 作为 底 物 测定 时 发 现 每 个 组 分 都 具有 
单 胺 氧化 酶 的 活力 (Glenner et al., 1957), 
¢ 27 s 
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用 Hollunger 及 Oreland(1970) 的 方法 把 与 线粒体 膜 结 合 的 
酶 释放 出 来 。 这 一 方法 的 基础 是 : 在 硫酸 贸 存 在 下 用 丁 酮 抽 提 线 
粒 体 中 的 磷脂 两 次 , FS FAB Be eh A ee BE. FR Oreland (1971) 
FAY EC BS ORE Br FBS) BY PAS HE rill 3H) WEFT WE — 2 HY BE HL 


活力 测定 


在 纯化 过 程 中 , 线粒体 单 胺 氧化 酶 的 活力 用 分 光 光 度 法 测定 ， 
波长 采用 2350nm, 以 苯胺 为 底 物 (Tabor et al., 1954), 

这 个 方法 的 基础 是 测定 由 苯胺 形成 苯 醛 的 速度 。 

试剂 “0.1 两 次 重 结晶 的 盐酸 苯胺 溶液 。0.24 磷酸 缓冲 液 
@H 7.2), 

测定 过 程 ” 见 B. 3. TopKHH 等 (1968)。 

一 个 酶 活力 单位 规定 为 : 在 24C 一 分 钟 内 能 引起 波长 250 
nm( 光 径 1 厘米 ) 光 密度 的 改变 为 0.001 的 酶 量 。 试 样 体积 为 3 训 
升 ,含有 10 AM 苯胺 的 0.2M 磷酸 缓冲 液 (PH7.2)。 


酶 的 纯化 
线粒体 碎片 的 制备 


取 目 屠宰 场 的 猪 肝 ， 尽 可 能 在 屠宰 后 1 小 时 内 提取 酶 。 取 目 
同一 头 猪 的 96 克 肝 (同时 作 三 个 平行 试验 ) 在 冷 处 前 碎 , 在 0.25 M 
蔗糖 中 用 Waring 4% #8 3k 2 分 钟 。 将 匀 浆 液 的 体积 调 到 960 
毫升 , 在 10000g 离心 5 分 钟 以 除去 细胞 核 及 细胞 碎片 。 将 上 清 液 
经 四 层 纱 布 过 滤 后 ， 将 体积 用 0.25 ME BEA mK A BI) 940 SF, 
13000 g 离心 45 分 钟 以 沉淀 线粒体 。 将 线粒体 沉淀 用 上 otter- 


。， 28 ， 


Elvejhem Sj 3¢ 22:4 IEF 146 SF BAEK, 10000 g 离心 15 
分 钟 。 然 后 , 将 线粒体 沉淀 重新 悬浮 于 同样 体积 的 重 蒸馏 水 中 , 再 
次 离心 (10000 g, 15 分 钟 )。 将 已 裂解 的 线粒体 悬浮 于 重 燕 饮水 中 ， 
使 蛋白 质 的 浓度 约 为 每 毫升 50 毫克 , 放 于 2~3°C 的 冰 库 中 2 天 。 


单 胺 氧化 酶 的 溶解 


全 部 操作 都 在 2~3°C 的 冰 库 中 进行 。 在 大 量 应 用 丁 酮 时 , 为 
了 防止 酶 可 能 失 活 , 将 180 毫升 已 经 裂解 的 线粒体 悬浮 液 以 每 60 
毫升 为 一 份 进行 溶解 在 一 个 工 升 的 烧杯 中 放 60 毫升 裂解 的 线 粒 
体 悬 浮 液 , 在 磁力 搅拌 器 剧烈 搅拌 下 分 批 在 6 分 钟 内 加 入 8~10 体 
积 丁 酮 (500 毫升 ), 待 线粒体 沉淀 形成 以 后 , 倾 出 上 清 液 , 弃 去 。 通 
压缩 空气 6~10 分 钟 以 除去 丁 酮 蒸气 上 将 线粒体 沉淀 悬浮 于 200 
毫升 1m MEDTA-0.1 了 磷酸 缓冲 液 CDH7.2) 中 ， 用 磁力 搅拌 器 
搅拌 5 分钟。30000 g 离心 10 分 钟 后 , 弃 去 上 清 液 (第 一 次 缓冲 液 
提取 液 )。 将 沉淀 悬浮 于 120 毫升 0.05 MMR AME, TEI) 
搅拌 下 加 入 11 体积 丁 酮 ， 抽 提 6 分 钟 。 当 线粒体 沉淀 后 , 倾 出 上 
清 液 , 再 通 压 缩 空 气 (10 4) BH) APRA T MARL, FA 100 毫升 0.1M 
磷酸 缓冲 液 CPH7.2) 抽 提 沉 淀 10 分 钟 ( 操 作 同 前 )。30000 g 离心 
10 分 钟 后 得 到 第 二 次 缓冲 液 的 抽 提 液 。 此 抽 提 液 呈 金黄 色 ,， 含有 
线粒体 单 胺 氧化 酶 活力 的 50~60 约 。 溶 解 过 程 中 使 酶 的 纯度 提高 
了 30~50 倍 ( 表 5, 第 一 步 )。 


Am i ik 


在 每 毫升 含有 OO.T~1. 0 iE AY A A KP, 在 
冷 处 并 充分 搅拌 下 逐 滴 加 入 1M 乙酸 溶液 至 PH4.5。 立 即将 形成 
的 沉 深 《含有 起 始 溶液 中 单 胺 氧化 酶 活力 的 80 多) 离心 (30000 8, 
10 分 钟 ) 进 行 分 离 , 并 将 它 溶解 于 最 小 体积 的 0.14 K,HPO,—1m 
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MEDIA yap. CRAY PH ia 7.5, 
Sephadex G-200 Rite 


把 所 得 的 深 黄色 溶液 上 Sephadex G-200 #:(3 x 80 厘米 ) FE 
子 事先 用 0.14 磷酸 缓冲 液 pPH7.2)-lmAMEDTIA 溶液 平衡 。 用 
同样 的 缓冲 液 洗 脱 酶 , 流速 为 每 小 时 8 毫升 左右 。 

用 酸 分 级 沉淀 

所 得 洗 脱 液 在 搅拌 下 逐 滴 加 入 乙酸 至 P 卫 5.75。30000 g 离心 
10 分 钟 除 去 低 活 力 的 沉淀 。 上 清 液 中 再 加 入 TM CRE pH 4.5, 
立刻 离心 430000 g, 10 分 钟 ) 收 集 形 成 的 沉淀 ， 将 它 溶解 于 最 少量 
的 不 含 EDIA fy 0.1MK,HPO, 中 。 将 溶液 中 和 至 PH7.5。 

这 一 步 所 得 的 酶 制剂 的 比 活 力 儿 乎 比 匀 浆 中 单 胺 氧化 酶 的 比 . 
活力 提高 了 400 倍 。 酶 的 产 率 ( 按 总 活力 计算 ) 为 线粒体 中 酶 活力 
-的 中 9。 纯 化 酶 的 一 个 典型 实验 的 结果 列 于 表 6。 


表 6 猪 肝 单 胺 氧化 酶 的 纯化 (实验 例 ) 


组 上 $47, 2 (ope 
线粒体 |226000|7300 | 1200 | 41 29 | 1.8*| 100 
a iF 114000 | 210 380 0.7 540 | 34 50 
Aare 97500 | 37.7 | 15000 5.8 | 2620 | 162 | 43 
pa OREN 83850 | 15.4] 4300 | 0.8 | 6375 | 333 37 
GH ROE | 60000| 9.6| 20000 | 3.2 | 6260 | 396 26 


* 线粒体 的 比 活 力 几 乎 比 肝 匀 浆 的 比 活力 高 2 倍 。 
”0 > 


酶 制剂 的 纯度 


酶 制剂 的 纯度 是 根据 每 1 ROTTS RARE BT 
酸 (FAD) 的 克 分 子 数 来 计算 的 。 单 胺 氧化 酶 的 分 子 量 按 115000 
计算 ( 按 Oreland, 1971), 

猪 肝 单 胺 氧化 酶 的 纯 制 剂 中 FAD 的 含量 ， 可 用 分 光 光 度 法 
在 3 毫升 含有 1.92 毫克 蛋白 质 的 酶 液 中 ， 按 加 入 连 二 亚硫酸钠 
(Na,S,0,) Bila, 波长 455 nm 光 密 度 值 之 差 来 测定 。FEAD 的 含量 
AK D=e-L-Ci+-H, KP DARK 455 nm 下 消光 值 之 差 ，8 
为 FAD 的 克 分 子 消光 系数 , 区 为 比 色 杯 光 径 长 度 (为 1 厘米 )，C 
为 AD 的 克 分 子 浓度 。 


比 活力 为 6200 单位 的 酶 制剂 , 每 123000 REAR SA 144 
FAD 


D 


测定 腺 苷 酸 脱毛 酶 活力 的 电位 滴定 法 
B. A. Ilexnem, +H. WU. AKoOISH 


Fi EF AR Ht ae it (5'-A MP St ok fie RH, EEC 3.5.4.6) FR F AE 
1 RF BR it 


AMP NH, H,O IMP 
eoRege ft 
方法 的 原理 


电位 法 测定 腺 背 酸 脱 氨 酶 活力 的 根据 是 间接 地 测量 氢 的 量 。 
由 于 酶 促 反 应 而 释放 出 来 的 氨 在 PH (pK wf — 1) <8. 13 时 
全 部 解 离 ， 即 所 带 的 质子 为 1:1。 测 定 反应 液 中 质子 浓度 的 降低 
(ApH), 就 可 以 确定 所 形成 的 氨 量 。APH 和 所 量 之 间 的 比例 由 介 


a) ar 


AY Beh A aR ee REP GR PAHS: 


A 
bien = Pex B 


式 中 ApH Aww PH 的 改变 ,t ARMAS) CPR), E 
为 蛋白 质量 (毫克 ), C 为 整个 反应 液 的 缓冲 容量 。 


试剂 及 材料 


AMP-Na,, 
0.45M KCl 溶液 。 
牛 血 清 清 蛋 白 。 
酶 反应 中 记录 PH 改变 的 装置 的 方块 图 如 下 : 
[补偿 器 | 


rae Tr Pn 

任何 一 对 用 于 测量 PH 的 电极 都 可 用 作 传 送 器 如 玻璃 电极 
(3CJL-43-07) 及 氧化 银 电极 (3BM-1M3)。 苏 制 p 吾 计 中 以 pH 
626 型 实验 室 用 PH 计 最 为 合适 。 补 偿 器 用 来 改变 自 记 电位 计 
KCTI-4 的 灵敏 度 及 测量 范围 〈KCIL4 本 身 的 测量 范围 为 0~…20 
mV) 


缓冲 容量 的 测定 
理论 上 缓冲 容量 (8) 可 在 任何 一 个 PH 刻度 上 加 以 测定 ， 其 


值 为 : 


dx 
B=~apH 


式 中 dx 为 加 入 碱 的 量 ，dpP 为 pH 的 相应 改变 。 但 是 , 可 以 假定 
在 一 狭 宗 的 p 卫 范围 内 酶 、 底 物 及 氧化 钾 深 液 4 本 底 )7 的 缓冲 容量 
+ 32 。 


ee 


是 恒定 的 ， 所 以 可 测定 某 一 pH 工作 范围 的 BH. FA eR eR 
同步 马达 五 C 五 -2 从 结核 杆菌 素 注射 器 注入 5mMKOH 溶液 来 滴 
定 B 值 。 测 定 整个 反应 介质 的 B 值 是 不 可 能 的 ,因为 在 介质 中 将 
随 着 PH 的 改变 而 发 生 反应 。 因 此 ， 要 对 介质 中 的 各 个 成 分 分 别 
进行 滴定 , 混合 液 的 缓冲 容量 则 按 下 式 计 算 : 
B=Bp+Bet+Bs 

式 中 Be. Be & Bs 分 别 代 表 本 底 、 酶 及 底 物 的 缓冲 容量 。 

测定 Oe 值 时 ， 可 以 用 和 牛 血 清 清 蛋 白 来 代替 腺 苷 酸 脱 氨 酶 , A 
为 牛 血清 清 蛋 白 的 等 电 点 PH4.95 与 腺 苷 酸 脱 氨 酶 的 等 电 点 了 五 
5.6 十 分 接近 。 在 AMP 为 每 毫升 50~2000AM 和 和 牛 血 清 清 蛋白 
为 每 毫升 50~400 微克 的 浓度 范围 内 ，C 值 随 浓度 的 增加 而 直线 
上 升 。 这 样 就 可 以 找到 反应 液 中 每 一 成 分 的 “ 比 缓 证 容量 ” (6B')， 
并 可 按 下 式 计 算 BAA: 
B=Bp+ B'exX E+f'sxS 
APERS 为 加 入 试 样 中 的 酶 量 及 底 物 量 。 

#2 PH 6.60~7.00 范围 内 , 我 们 测 得 BAxe=0.386 AM/PH， 
KM AMP, Be cme =0.098 M/pH, 毫克 牛 血 清 清 蛋白 。 如 果 
反 玄 是 在 6 毫升 0.45 M KCI 中 进行 (这 个 玉 C]1 浓度 对 防止 酶 的 
解 离 是 必需 的 ), 则 Bz=0.356 » M/pH, 


实验 例子 : MEE PING PRUE BRAS BCT: 

1) 60mM AMP, F 0.45M KCl (pH 6.6), 

2) 0.45M KCl 溶液 。 

3) 大 鼠 肝脏 线粒体 ， 悬 浮 于 0.45MKC1L 中 〈 和 蛋白 质 含量 为 每 毫升 23 
毫克 )。 

在 体积 为 20 毫升 的 比 色 杯 中 加 入 2 毫升 线粒体 悬浮 液 、3.9 毫升 0.45 
M KCl,0.1 37+ 60 mMAMP。 立 即将 它们 混合 ， 并 开始 测定 与 记录 pH 
值 。 测 定 介质 pH 的 改变 .反应 的 时 间 及 反应 混合 液 的 缓冲 容量 ， 即 可 计算 


se 33% 


出 反应 的 速度 及 酶 的 比 活力 。 图 3 中 列 出 了 大 鼠 上 肝脏 线粒体 使 AMP Jit 
的 反应 记录 。 根 据 反 应 开始 后 15 分 钟 的 曲线 计算 出 来 的 腺 背 酸 脱 握 酶 的 比 
活力 为 每 分 钟 每 毫克 蛋白 质 1.8 nM NHas。 在 同一 试 样 中 用 Conway 法 定 
氨 所 测 得 的 酶 活力 为 每 分 钟 每 毫克 蛋白 质 1.6 nM NHs。 将 电位 滴定 法 的 
结果 与 分 光 光 度 法 的 结果 (Kalkar, 1947) 相 比较 时 发 现 两 者 完全 相符 。 


APpH=0O176 


DH 6.600 as 


图 .3 ”由 大 和 鼠 肝 脏 线粒体 催化 的 AMP 脱毛 反应 记录 。 保 温 液 为 : 6uMM AMP, 

大 鼠 肝脏 线粒体 (46 毫克 蛋白 质 )， 悬 浮 于 6 SI 0.45MKCih, RWESin 

(23C) 中 进行 。 线 粒 体 按 Schneider 的 方法 (1948) 制 备 ， 蛋 白质 按 Lowry 
法 (1951) 测 定 


大 鼠 骨骼 肌 腺 苷 酸 脱毛 酶 的 纯化 
tH. MW. Axonsu, A. 3. Kupkedb 


TE HB AEP FF TR EP J SS EERE eB ae FE 
吸附 的 特性 。 下 述 简易 法 可 制备 高 纯度 的 酶 制剂 Smiley et al., 
1967), 


酶 活力 的 测定 
腺 苷 酸 脱 氨 酶 (EC3.5.4.6) 活 力 的 测定 系 根 据 下 列 反应 : 


二 


AMP+H,O—>IMP+ NH, 

用 分 光 光 度 法 在 波长 285nm 下 测量 光 密 度 的 上 升 (Kalkar,1947)。 
在 此 波长 下 AMP 的 克 分 子 消光 系数 为 480, IMP 为 730。 所 以 当 
3 REF 0.250 Bt (AD=0,730—0,480=0. 250) 每 工 升 中 就 有 
lmMAMP 被 转变 成 ImMIMP (或 者 1 毫升 中 有 1AMAMP 转 
变 成 1wM IMP)。 

反应 在 体积 为 3 毫升 的 试 样 中 进行 ( 比 色 杯 光 径 为 10 BK). 
因此 ， 如 果 在 试 样 中 形成 1mMIME,， 则 在 波长 285 nm 下 光 密 度 
的 增加 应 为 0.083(0.250:3)。 

一 个 酶 活力 单位 (U) 规 定 为 :在 0.05.M! KR MA-HCI 2 op YK (pH 
6.5) 中 ， 室 温 ，1 分 钟 内 能 催化 形成 14M IME 的 酶 量 为 一 个 活力 
单位 。 


试剂 和 材料 


AMP-Na,, 

抽 提 用 缓冲 液 . 0.18 MKC, 0.054 MKH,PO,, 0.035 M 
K,HPO,(pH6.5), 

0,45M & 1M KCl yx (pH 7.0), 

磷酸 纤维 素 上 -11(Whatman， 英 国 )。 

为 了 使 磷酸 纤维 素 的 吸附 性 明显 增加 ， 在 使 用 前 对 它 作 了 额 
外 的 处 理 (Peterson，1970)。 

在 搅拌 下 向 50 克 纤维 素 加 入 75 克 氢 氧化 钠 的 水 溶液 (185 毫 
升水 )。 将 形成 的 粘 稠 物质 在 冰 浴 中 放置 30 分 钟 ， 然 后 仍 在 冰 浴 
中 边 搅 拌 边 慢 慢 地 加 入 330 毫升 水 。 经 15 分 钟 后 ， 大 约 在 50 4} 
钟 内 ， 逐 滴 加 入 80 毫升 磷 酰 氯 ( 上 EOCls) 的 乙醚 溶液 ， 同 时 应 使 县 
浮 液 的 温度 保持 在 35 一 30C。 最 后 的 PH {AY W 6.0 A. ILS} 
钟 以 后 ， 在 一 个 大 结晶 垩 中 用 水 将 悬浮 液 黎 释 到 2 升 ， 放 置 过 夜 : 

- 85 - 


1 tS HAT EVE SE LSE Ek, ULE UE a 
用 96% CVE. FUR PN AER, BA 30 克 , TH 1.9%, 
即 每 克 含 磷 0.6 mM, 

采用 雄性 大 鼠 的 骨骼 肌 。 


酶 的 纯化 
匀 浆 的 制备 


用 Waring 匀 浆 器 在 330 毫升 提取 用 的 缓冲 液 中 将 100 See 
鲜 肌 肉 组 织 进行 匀 浆 。 匀 浆 在 室温 中 进行 , 先 用 每 分 钟 8000 转 的 
RE JH 5 分钟 ， 再 用 每 分 钟 4000 转速 度 匀 浆 25 分 钟 。14000 8 
冷冻 离心 30 分 钟 , 弃 去 沉淀 , 将 上 清 液 经 三 层 纱布 过 滤 。 

上 清 液 的 处 理 

在 所 得 的 上 清 液 中 加 入 磷酸 纤维 素 1.25 克 ( 王 物质 ), 用 磁力 
搅拌 器 慢 慢 搅拌 30 分 钟 , 这 时 , A 90% 腺 苷 酸 脱 氨 酶 活力 被 吸附 
在 磷酸 纤维 素 上 。 静 置 澄清 后 , 倾 去 上 清 液 , 将 磷酸 纤维 素 转 移 到 
一 个 有 玻璃 滤器 (No. 2~3) 的 漏斗 上 ， 用 330 Ft (80~100 毫升 
为 一 份 ) 抽 提 用 缓冲 液 洗涤 ， 以 除去 一 部 分 杂 有 蛋白 ,洗涤 时 用 水 双 
轻 轻 抽 一 下 。 然 后 ， 就 在 这 个 漏斗 上 用 330 Ft 0.45 MKCI(pH 
7.0)—1 mM 2-3 3k ZH (80~100 毫升 为 一 份 ) 洗 涤 磷 酸 纤 维 素 。 
将 纤维 素 重 新 悬浮 于 0.45 MKCI(pH 7.0) 1, 再 上 磷酸 纤维 素 柱 
(2.5x25 厘米 )。 用 1MKC 一 1mM2- 统 基 乙 醇 将 吸附 在 磷酸 纤 
维 素 上 的 腺 苷 酸 脱 氮 酶 洗 脱 下 来 。 只 出 现 一 个 酶 组 分 ， 它 在 洗 脱 
图 中 呈 一 对 称 尖峰 。 在 这 个 组 分 中 集中 了 酶 总 活力 的 30 狗 左右 ， 
比 起 始 上 清 液 组 分 中 的 酶 活力 提高 了 中 0~300 FF ZR 7)。 也 可 在 
漏斗 中 用 1 KC) 洗 脱 酶 ， 但 这 时 酶 的 产 率 明显 降低 《减低 至 
3~5% ) 
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表 7 ARARMRERRABNAL (REA) 
By BT. og TE 


纯化 阶段 体积 a 总 活力 蛋白 含量 | this =e 
(BEFt) (单位 / 毫 (单位 (毫克 / 毫 |( 单 位 / 毫 | 纯 化 程度 (%) 
cel Zt) Ft) hk ~ 
匀 浆 上 清 液 270 14.2 3827 1 100 
po ahaa 2.75 | 432 274 31 


酶 的 性 质 
稳定 性 ”在 1MKCI 一 1mM2- 琉 基 乙 醇 中 酶 在 20~25 天 内 
稳定 。 
米 氏 常数 FOUR AMA Km 值 为 1m 从 ( 底 物 为 
AMP), 


mi PH 在 p 也 6.5 时 腺 苷 酸 脱 氨 反应 的 速度 最 大 。 


线粒体 悬浮 液 中 琥珀 酸 脱 氢 酶 活力 的 测定 


P. C. 上 pHBdeHKOB8 


琥珀 酸 脱氧 酶 , 琥珀 酸 :( 受 体 )- 氧 化 还 原 酶 , EC1.3.99.1。 按 
下 列 反 应 式 催 化 三 羧 酸 循环 中 的 一 个 反应 : 
CH,COOH CHCOOH 


| —— +2H 
CH,COOH | CHCOOH 
琥珀 酸 ye HAAR 
方法 的 原理 


台 班 酸 脱氧 酶 活力 的 测定 是 根据 琥 垢 酸 钠 被 酶 促 氧 化 时 ， 在 
有 硫酸 N-HASE— Rl (Phenazine methosulfate) 存在 的 情况 下 
9 


2, 6- 二 氧 酚 靛 酚 被 还 原 时 , 对 波长 600 nm 光 密 度 的 降低 的 测量 。 
Cl 


as HO EL 
| Ea ae ' oe a es —<_-N (CH3), 7? 
CH = 

x 脱氧 酶 

Cl 


琥珀 酸 钠 - 2， 6- 二 氧 酚 靛 酚 


延 胡 索 酸 钠 2, 6- 二 氧 酚 靛 酚 ( 无 色 型 ) 

试 剂 

0.54 现 珀 酸 钠 溶液 。 

0.1 M BER BEAN Rh YK (PH7.4), 

0.02M 硫酸 N-FPRTAR, 

0.001M 2,6-—Aw ft SHAM. 

0.05M 4b #4, 

后 面 三 个 溶液 在 实验 当天 配制 使 用 。 


操作 过 程 


试管 (最 终 体 积 4 毫升 ) 中 加 入 -0.3 毫升 * 缓 冲 液 , 再 顺 次 加 入 
0.2 毫升 琥珀 酸 钠 溶液 ，0.2 毫升 硫酸 N-APROAR, 0.2 毫升 
氰 化 钾 及 0.2 毫升 2 6- 二 毛 酚 靛 酚 。 最 后 一 个 试剂 在 测定 酶 的 
活力 10 分 钟 之 前 加 入 。 不 应 预先 将 琥珀 酸 钠 、 硫 酸 N- 甲 基 二 氮 万 
* 原文 如 此 。 应 改 为 3.0ml_ 译 者 。 
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及 2 6- 二 毛 酚 靛 酚 彼此 混合 ， 因 为 这 样 可 能 使 2 6-3 BD ie 
发 生 非 酶 促 还 原 。 将 试管 内 的 反应 液 混 久 后 ,于 387°C 水 浴 中 保温 
2~3 分 钟 。 然 后 试管 中 加 入 线粒体 悬浮 液 40.1~0.2 毫升 缓冲 液 
中 含 0.1~0.2 毫克 和 蛋白质)。 立 即将 试管 内 的 反应 液 倒 入 比 色 杯 
〈 光 径 1 厘米 )， 用 秒表 记 下 反应 开始 的 时 间 。 将 比 色 杯 装 入 恒温 
比 色 杯 支 架 中 , 在 37"C， 波 长 600nm 每 隔 15 秒 钟 测定 一 次 光 密 
度 ， 共 测定 2 分 钟 。 以 同样 的 方式 测量 不 含 琥 珀 酸 钠 的 试 样 的 光 
密度 降低 (内 源 酶 活力 )。 在 计算 焉 珀 酸 脱氧 酶 的 实际 活力 时 , 应 将 
内 源 酶 的 活力 从 含有 琥珀 酸 的 试 样 中 所 表现 出 来 的 琥 班 酸 脱氧 酶 
活力 中 减 去 。 测 量 光 密度 时 的 对 照 比 色 杯 中 只 含 缓冲 液 。 应 尽 可 能 
快 〈《2 一 3 分 钟 内 ) 地 测量 线粒体 悬浮 液 中 的 琥珀 酸 脱氧 酶 活力 。 

用 1 分钟 内 1 毫克 和 蛋 日 质 在 酶 反应 的 过 程 中 使 光 密 度 降 低 的 
值 来 计算 琥珀 酸 脱氧 酶 的 活力 。 按 光 密 度 降 低 1.0 等 于 有 600M 
2, 6- 二 毛 酚 靛 酚 被 还 原 《Cooper，1967)， 而 被 还 原 的 染料 的 量 
与 被 氧化 的 琥珀 酸 盐 之 量 成 正比 ， 所 以 可 以 用 被 氧化 的 琥珀 酸 的 
ni 呆 数 来 表示 琥珀 酸 脱 氧 酶 的 活力 。 

测定 大 鼠 肝 脏 线粒体 悬浮 液 中 的 琥珀 酸 脱 氨 酶 活力 。 将 线 粒 
体 悬 浮 液 冰冻 又 融化 ， 接 着 用 低 渗 缓冲 液 (0.01M 磷酸 钾 钠 缓冲 
液 , pH7.4) 洗 涤 以 除去 一 部 分 杂 蛋 日 。 在 这 样 的 悬浮 液 中 琥珀 酸 
ABN AA 148A 1 Syme AA 82.1+3.5 0M HH 
Mzk(B. 3. Topxun, P. C. Kpusyeukora, 1971), 


线粒体 悬浮 液 中 细胞 色素 氧化 酶 活力 的 测定 
P. C. Kpupuenkosa 
方法 的 原理 
细胞 色素 氧化 酶 《细胞 色素 c: 氧 -氧化 还 原 酶 ， 了 EC1.9.3.1) 
. 39 . 


催化 下 列 反应 ; | 
2 细胞 色素 Fes+ + 0; = 2 i RF e+ | 
在 线粒体 悬浮 液 与 细胞 色素 及 二 甲 基 对 - 葵 二 胶 一 起 保温 时 , 由 
于 二 甲 基 对 - 葵 二 胺 氧化 的 结果 而 形成 在 波长 510 nm 处 有 最 大 吸 
收 的 红色 色素 ， 甚 量 与 线粒体 细胞 色素 氧化 酶 的 活力 成 正比 
(Straus, 1956)。 用 无 水 乙醇 与 四 氯 代 乙 烯 的 混合 液 C3:1) 提取 形 
成 的 色素 。 用 过 量 的 二 甲 基 对 - 苯 二 胺 保持 在 酶 促 反应 过 程 中 细 
胞 色素 c 的 氧化 状态 。 
tof 
0.04% SAH 4. c 溶液 。 
¥ 0.4% — BEX} -A AREER, 

无 水 乙醇 。 

四 氧 代 乙 烯 。 

细胞 色素 c 及 二 甲 基 对 - 葵 二 胺 这 两 个 试剂 应 在 实验 时 当天 
配制 , 并 将 它们 保持 在 冰 浴 中 .无 水 乙醇 与 四 氯 代 乙烯 按 3:1 混 合 。 


操作 过程 


每 个 试管 中 各 加 入 线粒体 悬浮 液 0.2~0.3 毫升 (如 鼠 肝 线 粒 
体 )。 线 粒 体 的 蛋白 质 含量 为 0.4~0.5 毫克 , BET O.01IM mR 
缓冲 液 (pDH7.4) 中 。 加 入 0.04 狗 细胞 色素 c 水 溶液 0.2 毫升 , 重 
蒸馏 水 工 剖 升 。 将 试 样 在 37"C 预 热 2 分 钟 后 加 入 0.1 BF 0.4% 
二 甲 基 对 - 葵 二 胺 溶液 。 用 秒表 记 下 反应 开始 的 时 间 。: 将 试 样 保 
温 1~3 分 钟 , 至 出 现 红色 时 为 止 。 保 温 后 , 将 试 样 在 冰 浴 中 冷却 ， 
用 4 倍 体积 的 无 水 乙醇 和 四 氧 代 乙 烯 的 混 液 (3:1) 抽 提 出 所 形成 
的 有 色 物 质 。 应 用 这 种 溶剂 在 弱酸 性 介质 中 (PH5.6~6.0) 可 将 
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色素 全 部 提取 出 来 。 在 试 样 中 加 入 二 甲 基 对 - 葵 二 胶 盐 酸 盐 后 可 
达到 这 个 PH 值 。 在 加 入 抽 提 混合 液 以 前 必须 检查 试 样 的 P 于 值 ， 
并 在 必要 时 用 稀 盐 酸 将 它 调 到 pH 5.6~6.0, 

离心 分 离 出 沉淀 。 用 巴 氏 移 液 管 小 心地 将 澄清 的 上 清 液 转移 
到 一 个 于 燥 的 试管 中 , 用 C@-4 型 分 光 光 度 计 在 波长 510nm JE% 
为 10 毫米 的 比 色 杯 中 进行 测量 , 以 抽 提 用 混合 液 作 为 空白 。 颜 色 
在 10 分 钟 内 是 稳定 的 。 

对 照 组 试 样 的 制作 方法 与 上 述 方法 相同 ， 但 在 细胞 色素 c 加 
入 线粒体 后 , 即 在 试管 中 加 入 工 毫 升 无 水 乙醇 以 终止 反应 。 
为 了 用 被 氧化 的 二 甲 基 对 - 葵 二 胺 的 nM 数 来 比 示 细 胞 色素 
氧化 酶 的 活力 , 用 重 铬 酸 钾 制作 一 条 标准 曲线 。 二 甲 基 对 - 葵 二 胺 
在 有 重 铬 酸 钊 存在 时 被 非 酶 氧化 而 生成 红色 色素 。 准 备 好 儿 组 试 
管 ， 每 个 试管 中 加 入 0.02% 重 铬 酸 钾 溶 液 (每 一 组 试管 中 加 入 的 

量 为 0.1~0.9 毫升 ), 再 加 入 磷酸 钾 钠 缓冲 液 1 毫升 及 0.01% 二 

甲 基 对 - 葵 二 胺 溶液 , 用 水 将 体积 补足 到 4 毫升。 第 一 组 试管 中 各 
加 入 0.15 ZF 0.01% 二 甲 基 对 - 葵 二 胺 ， 第 二 组 试管 中 各 加 入 
0.2 毫升 ,第 三 组 试管 中 各 加 入 0.25 毫升 ， 第 四 组 试管 中 各 加 入 
0.30 毫升 0.01 锡 二 甲 基 对 - 葵 二 腕 。 用 4 毫升 无 水 乙醇 与 四 氯 代 
乙烯 混合 液 抽 提 试 样 , 3~5 分 钟 后 , 在 波长 510nm 下 测定 试 样 的 
光 密 度 ， 用 所 得 的 光 密 度 值 绘制 标准 曲线 《图 入 。 根 据 我 们 的 数 
据 , 光 密 度 0.120 相当 于 4 毫升 试 样 中 有 174n2 被 氧化 的 二 甲 基 
对 - 苯 二 胶 。 

在 建立 方法 学 时 要 重新 制作 标准 曲线 ， 因 为 实验 的 结果 与 所 
用 试剂 及 仪器 有 关 。 使 用 图 4 中 的 方法 时 ， 只 能 视 为 一 个 制作 计 
算 昌 线 的 例子 而 已 。 

在 经 过 冰冻 又 融化 的 大 鼠 肝 脏 线粒体 悬浮 液 的 试 样 中 ， 氧 化 
了 的 二 甲 基 对 - 华 二 胶 的 量 为 每 分 钟 每 毫克 和 蛋白质 415 5 + 34nM, 
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图 4 计算 被 氧化 的 二 甲 基 对 - 葵 二 胺 量 的 标准 曲线 


纵 座 标 一 一 波长 510 nm 的 光 密 度 ; 横 座 标 一 一 4 毫升 试 样 中 被 氧化 的 
二 甲 基 对 - 葵 二 胺 的 nM 数 


肝脏 微粒 体 组 分 的 分 离 及 其 氧化 系统 的 特性 
VW. UW. KapyszHa，A. UW. ApaaKkoB 


微粒 体 组 分 的 制备 


只 有 在 应 用 差 速 离心 法 将 细胞 质 网 膜 #( 内 质 网 膜 ) 以 微粒 体 
组 分 的 形式 分 离 成 功 后 , 对 细胞 质 网 膜 的 详尽 研究 才 成 了 可 能 。 最 
早 应 用 这 一 方法 的 研究 工作 是 于 1948 年 由 Claude 完成 的 ， 他 将 
细胞 质 网 膜 以 “微粒 ”组 分 的 形式 分 离 出 来 。 以 后 进一步 证 明了 : 
沉 演 得 比较 慢 的 亚 细 胞 微粒 (微粒 体 ) 组 分 中 含有 全 部 细胞 质 网 膜 
的 组 分 。 这 些 亚 细胞 结构 的 膜 在 原 位 (in situ) 上 的 明显 分 化 在 分 
离 后 的 组 分 中 仍 被 很 好 地 保存 下 来 (Dallner，Ernster，1968)。 

为 了 制备 肝 细 胞 质 网 膜 ， 将 组 织 匀 浆 先 在 10000~12000 g 离 
心 15~20 分 钟 。 这 时 ， 未 破碎 的 细胞 、 细 胞 核 、 线 粒 体 . 大 部 分 溶 
了 酶 体 及 过 氧 ( 化 ) 物 酶 体 、 细胞 质 膜 的 大 襄 泡 (My3EIpPKa) 等 都 被 沉 


* 细胞 结构 的 命名 采用 国际 组 织 学 命名 法 。 
WO 。 


淀 掉 。 将 上 清 液 进一步 在 78000~100000 g 离心 60~120 分 钟 , 使 
细胞 质 网 膜 沉 淀 , 这 样 所 得 的 微粒 体 组 分 是 非常 不 均一 的 , 它 的 成 
分 因 生 物 组 织 的 类 型 而 异 。 例 如 , 对 于 肝脏 来 说 , 其 特点 是 有 非 颗 
粒状 的 (光滑 的 ) 及 颗粒 状 的 (粗糙 的 ) 膜 ， 游 离 的 多 聚 核糖 体 及 核 
糖 体 等 亚 组 分 。 用 同样 的 条 件 从 胰腺 分 离 出 来 的 微粒 体 组 分 中 ， 
除了 上 述 成 分 外 ， 还 含有 片 状 复 合体 膜 ( 高 尔 基体 )。 从 肾脏 及 腹 
水 瘤 细 胞 所 得 的 组 分 ， 其 特点 是 具有 外 质 膜 ， 而 脑 组 织 微粒 体 的 
45) A Bw (myelin) 碎片 、 质 膜 及 突 触 体 〈S3ynaptosome) 
(Dallner, Ernster, 1968; Tata, 1969), . 

Br LA hii AAS” Ne GSR fas 2 5} ” — Tel a SF OK Be 7s AB Vd AL 
匀 浆 中 沉降 得 最 慢 的 颗粒 , 而 与 这 些 颗 粒 的 形状 无 关 。 

到 现在 为 目 还 没有 从 不 同 的 器 官 和 组 织 中 分 离 微 粒 体 组 分 的 
标准 方法 。 此 外 , 甚至 从 同一 个 组 织 中 分 离 微 粒 体 时 , 也 应 当时 刻 
注意 到 所 分 离 的 组 分 的 目的 。 例 如 ， 如 果 要 研究 的 是 细胞 质 网 膜 
的 还 原 链 ， 那 么 就 要 注意 由 线粒体 引起 的 污染 的 可 能 性 。 如 果 是 
要 人 研究 蛋白 质 生 物 合成 ， 那 么 就 要 尽量 设法 防止 多 核糖 体 复合 体 
与 膜 之 间 的 结合 受到 破坏 。 


分 离 R 


将 雄性 大 白鼠 (体重 200~250 FE) 断 头 杀 死 ， 剖 开 腹腔 及 胸 
We, 经 心脏 将 套 管 插入 下 腔 项 脉 内 ， 将 肝脏 用 .15 狠 冷 下 Cl 溶液 
或 用 0.25M7 冷 蔗糖 溶液 (PH7 .4) BBR, MAY KCI 可 以 制 
备 到 杂 和 蛋白 含量 最 低 的 微粒 体 组 分 。 如 果 微 粒 体 制剂 还 要 进行 进 
一 步 分 级 分 离 时 , 最 好 采用 蔗糖 溶液 。 取 出 肝脏 放 在 纱布 上 吸 二 ， 
称 重 后 剪 雁 。 全 部 操作 在 0~4'C 中 进行 。 
用 带 聚 四 氛 乙 烯 研 杆 的 Daunce 匀 浆 器 制备 匀 浆 。 组 织 的 重 
量 与 溶液 的 体积 之 比 为 1:3〈 用 开 C1 时) 或 1:9 CARE BRIA RET). 
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匀 浆 持续 1 分 钟 ， 研 杆 上 下 移动 20~30 次 。 然 后 将 匀 浆 转移 到 
10% Ft HH RES AEH, O°C, 900g AL 15 Uh CAL KCL 时 ) 三 : 
10000g, 20 4} 4h ARERR YET), AS AML AR A EI : 
《除去 线粒体 后 的 上 清 液 ) 作 进一步 离心 以 沉淀 细胞 质 网 膜 。 如 果 
采用 大 体积 离心 管 (25 或 50 BF, MSE, High-Speed-18, #X% 
69181), BAB DN APRA: 在 盐 介 质 中 , 细胞 核 及 线粒体 在 
9500g 离心 20 分 钟 即 沉淀 , 在 蔗糖 介质 中 则 需 12500g; 离心 30 分 
“ 钟 才能 使 它 沉淀 。 

将 所 得 的 除去 线粒体 后 的 液体 在 BAK-60 型 超 离心 机 《 转 头 
684,8.35 #F+) a BAK-601 型 离心 机 ( 转 头 2329, 8.35 BF) XK 
日 立 65 了 离心 机 ( 转 头 了 RP30 553, 12.35 毫升 ) 离 心 60 4} 4h (105000 
g)( 上 CT 中 ) 或 90 分钟 〈 芒 糖 中 )。 将 细胞 质 网 膜 悬 浮 于 合适 的 介 
质 中 ， 使 每 克 鲜 重 鼠 肝 与 1 毫升 介质 混合 后 得 到 的 微粒 体 组 分 基 
浮 液 中 每 毫升 约 含有 和 蛋白质 10 毫克 。 


纯度 的 测定 


为 了 定量 地 评价 亚 细 胞 结构 分 离 方法 的 效率 可 以 应 用 和 A. 区 . 
ApyakoB 等 (1973) 所 提供 的 方法 。 些 法 的 要 点 如 下 : 测定 原始 匀 
浆液 中 及 最 后 所 得 的 制剂 中 细胞 质 网 膜 指 示 酶 的 活力 《把 酶 的 活 
力 换算 成 匀 浆 或 组 分 中 蛋白 质 总 量 的 酶 活力 ), 就 可 容易 地 计算 出 
微粒 体 组 分 占 匀 浆 中 所 含 微粒 体 的 百分率 ( 产 率 )。 测 定义 浆 中 及 
分 离 后 的 微粒 体制 剂 中 细胞 质 网 膜 ( 被 分 离 出 的 结构 ) 及 能 污染 制 
剂 的 结构 (线粒体 、 溶 酶 体 . 过 氧 ( 化 ) 物 酶 体 ) 中 指示 酶 的 活力 ， 即 
可 计算 出 组 分 的 纯度 : 


5 — Ke 100 
写生 Use 8 


m 


% 


式 中 OK, Jy A SY BA EEK BY BE FY 2 4 BSE (1.00%), “EEA TE SPR BY 
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各 个 组 分 中 和 蛋白质 的 百 分 含 量 计算 而 来 的 , 肝脏 中 的 组 分 为 : 线 粒 
体 为 5(20 多 蛋 和 白质》 微粒 体 为 540202% HAI), HERA 502% 
蛋白 质 ), DAW MAY 40(2.5% RAM), Ke ARMA, ERE 
原始 匀 浆 及 所 得 制剂 中 可 被 分 离 出 来 的 及 所 引起 污染 的 细胞 器 结 
构 中 两 者 比 活力 之 比 。2 为 分 离 后 的 制剂 中 被 分 离 的 细胞 器 结 
构 与 引起 污染 的 细胞 需 结 构 中 和 蛋 日 质 的 含量 (和 多)。 按 照 这 种 计算 
法 , 用 上 述 方法 制备 的 微粒 体制 剂 中 含有 : 88-~ 90 7 FA Hd 
质 ，1.59% 左 右 的 线粒体 蛋白 质 及 109% 尚未 鉴定 的 蛋白 质 。 组 分 
的 得 率 为 匀 浆 中 细胞 质 网 总 量 的 25 7% 


微粒 体 组 分 的 氧化 酶 系统 


必须 把 在 细胞 质 网 膜 中 所 进行 的 氧化 过 程 中 的 两 类 反应 区 别 
开 来 。 这 两 类 反应 是 : 化 学 性 质 上 不 同 的 一 些 物质 的 产 基 化 反应 
及 不 饱和 脂肪 酸 的 过 氧化 作用 。 测 定 细胞 质 网 膜 中 脂 类 物质 的 过 
氧化 作用 速度 的 方法 在 tO. A. Baanumup Fil A. II Apuakos fy 
专著 \1972) 中 已 有 详细 的 叙述 。 因 此 ， 下 面 只 列举 测定 产 化 酶 活 
力 及 测定 与 此 反应 相 偶 联 的 由 微粒 体 还 原 系统 引起 的 NADH Al 
NADPE:. 瑟 的 氧化 作用 的 方法 。 可 以 借助 于 加 入 的 电子 受 体 测 定 
还 原 链 上 各 个 酶 的 活力 ， 电 子 受 体 的 还 原 电位 使 得 它 能 与 一 定 的 
载体 相互 作用 。 还 原 链 中 电子 传递 的 总 速度 可 按 NAD' 五 及 
NADPE:. 五 的 氧化 速度 或 按 氧 的 吸收 速度 来 测定 。 此 外 , 现代 的 光 
学 技术 可 直接 测定 从 黄 素 蛋 白 到 细胞 色素 bs 或 po 这 一 段 的 电 
子 传 递 速度 及 这 些 血红 蛋白 在 组 分 中 的 含量 。 


测定 羟 化 酶 活力 的 方法 
N- 脱 甲 基 酶 的 活力 
二 甲 蔡 杂 胶 脱 甲 基 的 速度 可 以 作为 微粒 体 羟 化 酶 活力 的 一 个 
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指标 ， 而 脱 甲 基 的 速度 可 按 形成 甲醛 的 量 来 测定 。 这 一 反应 在 
NADP-H 及 氧 的 参与 下 在 细胞 色素 卫 450 分 子 上 进行 。 
CH, CH, 


a. 

N N 

C) CH, + NADP-H+02 H + CH,0+H,0 
— FAS EN — FAS EH 甲 本 


测定 的 过 程 1 毫升 反应 液 中 含有 : 40mMTris-HCl 缓冲 
液 (PH7.6)，16 mM MgCl,,3 mMNADP-H R~1.5 毫克 微粒 体 
A. 
加 入 二 甲 蔡 苯胺 至 浓度 为 6 mM Ti EEA BEG CB 0.05 
N HC! 配制 60 mM 的 二 甲 替 茉 胺 原液 )。 将 实验 及 对 照 试 样 〈 不 
含 NADP.H) 在 剧烈 搅拌 下 于 37"C 保 温 20 分 钟 。 加 入 等 体积 的 
25% ZnSO, 和 饱和 Ba(OH)， 溶液 的 混合 液 0.25 毫升 以 终止 反 
应 。 将 试 样 于 3500g 离心 10 分 钟 以 沉淀 蛋白 质 。 用 奈 氏 颜色 反 
应 (Nash，1953) 测 定 上 清 液 中 甲醛 的 含量 。 向 0.5 毫升 上 清 液 加 
入 2 毫升 Nash 试剂 (其 成 分 为 2M ME 0.05M HK ZM 0.02 
M 乙酰 丙酮 )。 将 试 样 在 37"C 水 浴 中 放置 45 分 钟 以 显 色 。 用 C@- 
4A 型 分 光 光 度 计 在 波长 412 nm 下 测定 所 生成 的 颜色 的 强度 。 
我 们 实验 室 中 建立 了 测定 甲醛 含量 的 微量 法 : 将 中 0 微 升 上 
清 液 加 入 微量 试管 中 ， 再 加 入 120 微 升 Nash 试剂 , 其 浓度 比 文献 
中 的 高 4 倍 。 将 试 样 于 37"C 保 温 全 分 钟 ， 用 微量 比 色 杯 在 CO- 
4A 型 分 光 光 度 计 在 波长 412 nm 下 测量 光 密 度 。 
用 甲醛 标准 液 制作 标准 曲线 , 按 标准 曲线 计算 酶 的 活力 .二 甲 
替 苯胺 脱 甲 基 作 用 的 最 大 速度 为 每 1 分 钟 每 1 毫克 酶 蛋白 7~9naK 
测定 Y- 脱 甲 基 酶 活力 时 可 用 异 柠檬 酸 盐 的 及 葡萄 糖 -6- 磷 酸 
脱 氢 酶 的 NADP.H 发 生 系统 来 代替 NADP. 了 再。 异 柠檬 酸 脱 氧 
酶 NADP.H 发 生 系统 的 成 分 为 : 10m M 异 柠檬 酸 钠 、8mM 
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MgCl,, 40 mM Tris-HCl Ze mp Yk (DHT 6), Fe Fy bee PR Hb SE 
Fr HAGE) Re O.6mM NADP, Fi 2 HE - 6 BEAR Id Zl AEN ADP - 

H 发 生 系统 的 成 分 为 : 10 m M Ajj FR -6- BERGA, 16 mM MgCl, , 
10 mM 尼克 酰胺 ,40mM Tris-HCl 2} yk (pH 7.6). 葡萄 糖 -6- 磷 
Piz Shs SAM, O.5 单位 /毫升 (英国 < 上 &och-Light 公司 >) 或 1 单位 /这 
升 ( 瑞 士 <Fluka>) .0.6mMNADPE-。 对 照 组 中 在 反应 终止 后 加 入 
NADPE-。 用 上 述 两 个 系统 工作 时 试 样 中 蛋白 质 的 最 终 含 量 为 
1.5~2.0 毫克 。 除 了 二 甲 蔡 苯胺 可 作为 N- 脱 甲 基 作 用 的 底 物 外 ， 

也 可 用 氢 基 比 林 (AxwrHaonrpHHE) 或 乙 基 吗啡 (3THxMop 中 HH) 作为 
JEW, 其 最 终 浓度 分 别 为 8mM 及 1mM。 氮 基 比 林 脱 甲 基 反 应 的 
最 大 速度 为 每 1 分 钟 每 虐 童 克 和 蛋白质 46n4。 乙 基 吗 啡 为 每 1 

分 钟 每 1 毫克 和 蛋白质 10~12nM, 


AM- 加 和 氧 酶 活力 


以 一 盾 蔡 葵 胺 作为 这 个 反应 的 底 物 。 这 个 反应 由 含 了 AD 的 
RAR A CASRN) ete, A NADE' 互 及 氧 存 在 时 发 生 下 
列 反 应 : 


O 
CH, ‘ CH, 


N N 
CY Soe snare, CYTO a0 
NN 


根据 N- 氧 二 甲 替 苯胺 生成 的 量 来 测定 N- 加 氧 酶 的 活力 。N- 
氧 二 甲 替 苯胺 在 PH2.5 时 易 被 还 原 成 二 甲 替 葵 胺 , J NaNO, 
就 转变 成 对 - 苯 替 甲 亚 硝 铵 , 它 是 一 个 有 色 化 合 物 , 在 波长 420 nm 
有 最 大 吸收 。 

测定 的 过 程 ”保温 液 中 各 成 分 的 含量 及 在 反应 终止 以 前 的 测 
定 过 程 均 与 测定 脱 甲 基 酶 活力 时 相同 。 加 入 0.5 FF O.9NHCIO, 


se 


以 终止 反应 。 离 心 10 分 钟 沉淀 蛋白 质 (3500 g)。 在 磨 口 带 塞 刻 度 
试管 中 加 入 1 毫升 上 清 液 。 在 一 个 试 样 中 加 入 0.33 SHIN 
NaOH， 然 后 再 逐 滴 加 入 0.05 NNaOH 至 呈 玫 瑰 红 色 CARE 
指示 剂 )， 将 PH 调 到 9.4。 试 样 的 PH 值 用 带 有 微量 测定 附件 的 
pH if CIDY-01 型 ) 测 量 ， 并 以 这 样品 作 标 准 用 肉眼 进行 比较 把 
全 部 试 样 都 调 到 PH9.4。 用 5 毫升 乙醚 将 试 样 抽 提 三 次 《每 次 振 
划 2 分 钟 ) 以 除去 未 氧化 的 二 甲 替 苯胺 。 用 水 和 泵 抽 去 乙醚 。 第 三 
次 抽 提 后 ， 将 试 样 敞 口 放 20 5} FPWR RR BW CM, Aa MA 
12 滴 5% TCA, 将 pH 调 到 2.4。 加 入 0.2 ZF 0.1 MNaNO, ¥% 
液 , 加 入 PH2.4 的 柠檬 酸 缓冲 液 使 试 样 的 体积 为 3 毫升 。 将 试管 
在 60C 水 浴 中 放置 5 分 钟 以 显 色 。 用 C@-4A 型 分 光 光 度 计 在 小 
长 420 nm 测量 试 样 的 光 密 度 。 应 用 对 - 葵 蔡 甲 亚 硝 匀 的 区 分 子 消 
光 系 数 8.2x103cm-1xM-1(Ziegler，Pettit, 1964) 计 算 酶 活力 。 
大 鼠 肝 脏 微粒 体 -加 氧 酶 反应 的 最 大 速度 为 每 1 分 钟 每 1 毫 死 
蛋白 质 3~4nM, 


对 - 羟 化 酶 活力 


蔡 胺 对 位 羟 化 作用 的 速度 可 根据 对 -氨基 葵 酚 形成 的 量 来 测 
定 。 反 应 是 在 有 NADE:' 瓦 及 氧 存在 时 在 细胞 色素 Piso HF LE 
行 的 。 
NH NH 


his ok ye 
时 + NADP-H+Qy 7 + HO 
HO 


对 氨基 苯酚 与 苯酚 相 接合 后 在 有 NasCOs FFE NE BO 8 fe 酚 复 


aD: 
ao-C> srCy-。 


。 + 


Ae 


测定 过 程 ” 反 应 液体 积 为 1 毫升， 含有 40 mMTris-HCl 组 
thy (pH 7.3),16 mAMMgCl、 3mMNADP-H R~2 毫克 微粒 体 
EAR, MARREBARKE WH 3mM HE RVI HED. I AL 
中 在 反应 终止 后 加 入 NADP-H, EAGAN PEPE FE ZE 37°C frit 20 
分 钟 。 加 0.5 毫升 15% TCA 以 终止 反应 。3500g 离心 10 分 钟 后 ， 
取 1 毫升 上 清 液 加 入 0.5 毫 升 10% Na,CO;, 1.5 BH 2% KM 
( 溶 于 0.2NNaOH 中 ) 以 测定 对 -氨基 茶 酚 的 含量 。 将 试 样 在 
37°C 水 浴 中 放置 30 分 钟 以 显 色 。 用 日 立 -124 分 光 光 度 计 在 波长 
630 nm 测量 光 黎 度 。 

酶 活力 的 大 小 可 根据 以 对 -氨基 苯酚 标准 溶液 制作 的 标准 曲 
线 来 计算 。 苯胺 对 位 产 化 作用 的 最 大 速度 为 每 1 分 钟 每 二 毫克 蛋 
AUR 0.6~0.8nM, 

在 建立 每 一 个 实验 方法 时 ， 保 温 混合 液 的 成 分 及 保温 时 间 是 
这 样 选 择 的 ， 即 能 使 加 入 试 样 中 的 蛋白 质量 与 所 形成 的 产物 量 之 
间 有 直线 关系 。 


加 入 电子 受 体 测 定 氧化 还 原 酶 活力 的 方法 


测定 氧化 还 原 酶 活力 时 应 用 了 人 工 合成 的 电子 受 体 ，2, 6- 二 
毛 酚 靛 酚 ， 细 胞 色素 c， 铁 氰 化 钾 下 ; Fe(CCN)s] 及 新 三 葵 基 和 氧 
化 四 氮 唑 CNeo-tetrazolium chloride, 475 NTC), NADP-H 
(NAD-H):2, 6- 二 氧 酚 靛 酚 -， 细 胞 色素 c- 还 原 酶 及 铁 氰 化 物 - 还 
原 酶 的 活力 按 Dallner(1963) 的 方法 测定 。 而 NADP. 互 (NAD. 
再 ):NIC- 还 原 酶 的 活力 按照 Roering 等 (1972) 的 方法 测定 。 

方法 的 原理 是 根据 电子 受 体 从 氧化 型 转变 成 还 原型 时 光 吸 收 
值 的 改变 。 还 原 链 上 电子 脱落 的 部 位 在 图 解 中 用 虚线 箭头 表示 。 

NADPE'HNAD'H):2,6- 二 氧 酚 靛 酚 - 还 原 酶 活力 “反应 液体 
积 3 毫升， 含有 :100AMNADP ' 也 ONAD'H)，40 AM 2 6- 二 氧 
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. 
NADP.H CTT PRY ae E 人 
\ 


sta 33% ¢ 
Ls 6- — A we 
K;3(Fe (CN)6) . 
NAD -H——> FP 一 一 > 细胞 色素 bs 一 ? 
全 
aif man al 
5) ocala os NT 
mA EB 50%2， 4 A 
Be BY 


fi} BEM}, 100m MTris-HCl yp yk (PH 7.4) R~50 毫克 微粒 体 
4 (LJ NADP-H fee Wit) R~20 毫克 微粒 体 蛋 白 ( 以 NAD. 瑟 
作 底 物 时 )。 用 日 立 -124 或 CO-4A 型 分 光 光 度 计 ，1 厘米 光 径 的 
保温 比 色 杯 于 30°C 测量 1~3 分 钟 。 在 波长 600 nm 下 记录 2; 6- 
二 毛 酚 靛 酚 的 还 原 速度 。 氧 化 后 2 6- 二 氧 酚 靛 酚 的 克 分 子 消光 系 
数 为 21x 10xcm-1x M-:。 以 NADP.H 为 底 物 时 的 最 大 反应 速 
度 为 每 1 分 钟 每 1 毫克 蛋白 质 90~100naL jj Lk NAD-H AED 
， 时 则 为 每 1 分钟 每 1 毫克 蛋白 质 150~170 nM, 

NADP-H CNAD.H) :细胞 色素 c- 还 原 酶 的 活力 ”反应 液 的 
成 分 . 100M NADP-H(NAD-H), 504M 4} f4# c, 3306M 
NaCN, 100mM Tris-HCl x} (pH 7.4), ~40 毫克 微粒 体 蛋 日 
(以 NADP.H 为 底 物 时 ) 或 一 15 毫克 微粒 体 蛋白 〈 以 NAD' 也 为 
底 物 时 ), 反应 液 总 体积 为 3 毫升 。 细 胞 色素 还 原 速度 的 测量 是 
用 日 立 -124 或 C@-4A 型 分 光 光 度 计 ， 在 保温 比 色 杯 中 于 30 C 在 
波长 站 0nm 下 进行 的 。 细 胞 色素 < 的 克 分 子 消光 系数 (还 原型 减 
去 氧化 型 ) 为 18.5x 10xcm-1x M1, Y NADP. H AKMN WR 
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大 反应 速度 为 每 1 分 钟 每 1 毫克 蛋白 质 180~200n4， 而 以 
NAD. 吾 为 底 物 时 则 为 1500~1900 nM, 

NADP-H(NAD-H): K;(Fe(CN),) Qi REA 
总 体积 为 3 SH, 2A. 100AM NADP-H(NAD-H), 3304M 
K; (Fe(CN),) 、100mM Tris-HCl 缓冲 液 (PH7.4)、~500 微克 微 
Bi KE A ORT NADP-H: K; (FeCCN)e- 还 原 酶 来 说 ) 或 一 20 微克 
EA Qc NAD-H: 铁 握 化 物 - 还 原 酶 活力 时 )。 铁 氰 化 物 还 原 速 
度 的 测定 与 上 述 酶 活力 的 测定 相同 ， 不 过 是 在 波长 420nm 下 测 
定 。 氧 化 铁 氨 化 物 的 区分 子 消 光 系 数 为 1.02x10"cm xx 一。 以 
NADPE. 互 为 底 物 时 反应 的 最 大 速度 为 每 1 分 钟 每 1 毫克 蛋白 质 
150~200 nM, fj Lk NADP-H 为 底 物 时 则 为 5000~6000 nM, 

NADP-H (NAD-H): NTC #-4RMEA 反应 液体 积 
为 3 毫升 ， 含 有 : 504M NADP-H(NAD-H), 20uMNTC &, 

100mM Tris-HCI 缓 冲 液 (CDHT7.4、 一 100 微克 微粒 体 蛋 白质 

(对 NADP-H: NIC- 还 原 酶 反应 来 说 ) 或 一 20 微克 蛋白 质 (测定 
NAD .也 -NIC 蓝 -还 原 酶 活力 时 )。NTIC 还 原 速度 的 测量 用 日 立 - 
124 分 光 光 度 计 用 保温 比 色 杯 于 20C 波 长 550 nm 下 测定 , 测定 时 
闻 为 2~3 分 钟 。 氧化 NIL 的 克 分 子 消光 系数 为 28.8x 108cm -1x 
M™*, Wi NADP-H 为 底 物 时 反应 的 最 大 速度 为 每 1 分 钟 每 1 毫 
56 AR 20~500M, Tp Lh NAD-H AE MAM As 1 分 钟 每 1 
毫克 蛋白 质 90~100 nM, 


测量 微粒 体 呼 吸 活力 的 方法 


荧光 法 “方法 的 原理 是 根据 NADPE. 五 及 NAD. 互 在 氧化 过 

 ， 程 中 线 光 训 退 的 速度 的 测量 。 
测定 过 程 ” 反 应 液体 积 3 毫升 ,内 含 : 100m M Tris-HCl 组 
tI (PHT .4) R~3 毫克 微粒 体 蛋白 。 加 入 NADP. 互 或 NAD. 互 


« 01 ， 


a ee 


8 33 mM ye RE, 开始 进行 反应 ， 用 荧光 计 3@-3M 型 (激发 滤 光 片 
336 nm， 记 录 滤 光 片 420 nm) 用 30"C 保 温 比 色 杯 及 自动 记录 仪 
KCH-4 记录 区 光 强 度 。 

大 鼠 肝 脏 微粒 体 中 NADP.H 的 氧化 速度 为 每 工分 钟 每 工 章 
克 蛋 白质 46nM 而 NAD. 再 则 为 每 1 分 钟 每 1 毫克 蛋白 质 2~~ 
3nM, : 
iki: JER Se RE LP-60 WML LE we 
粒 体制 剂 耗 氧 的 速度 。 

测定 过 程 ” 反 应 液体 积 为 工 章 升 ， 内 含 . 100 mM Tris-HCl 
缓冲 液 (PH7 4) R~4 毫克 微粒 体 蛋 白 ,加 入 NADP.H 或 NAD ,' 互 
溶液 至 1mM 开 始 进 行 反应 。 在 30C 下 记录 2~3 分 钟 。 为 了 抑 
制 强烈 耗 氧 的 不 他 和 脂肪 酸 的 过 氧化 作用 ， 应 在 极 谱 仪 的 小 杯 中 
加 入 EDTA 2% Ey 0.6mM, | 

微粒 体 中 无 EDTA 时 ,对 氧 需求 的 速度 为 每 1 5} oP 1 REE 
微粒 体 为 7~-9na 有 0.6mM EDTA 存在 时 则 为 每 工分 钟 每 1 
aoe BURL 3~5 nM, 


测定 微粒 体 组 分 中 细胞 色素 bs 及 piso 的 含量 及 
氧化 -还 原 速度 的 方法 
细胞 色素 bs 及 piio 含量 的 测定 


细胞 色素 bs 含量 的 测定 是 根据 氧化 型 及 还 原型 血红 蛋白 光 
吸收 值 的 差别 来 测定 的 。 而 细胞 色素 Paso 的 测定 则 是 根据 还 原型 
细胞 色素 Piso 与 一 氧化 碳 形成 的 复合 物 在 波长 450 nm 处 的 吸收 
值 来 测量 的 。 

测定 过 程 ” 细 胞 色素 bs 及 Piso 含量 的 测定 是 用 CO-10 BWR 
Cb-14 AY MIE) BK A 32-356 BY LIER) A SEE RE it FE fet HE PK 
悬浮 液 中 [每 毫升 中 含 100 或 200mMTris-HCl 缓冲 液 CPHT7.4) 
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及 1~2 毫克 蛋白 质 ] 进 行 的 。 用 CO-10 型 分 光 光 度 计时 , 采用 圆 
柱 形 比 色 杯 , 杯 高 12 mm, 直径 26 mme。 每 个 比 色 杯 中 加 入 4 毫升 
反应 液 , 将 透射 光 旋 钮 (KyxradKa cperonponycKkanua) 上 的 零 线 调 
到 70 多 的 水 平 , 在 波长 400~500 nm 范围 内 进行 记录 。 在 右边 的 
比 色 杯 中 ， 根 据 实 验 的 目的 加 入 少量 连 二 亚硫酸钠 结晶 或 其 它 还 
原 剂 。 记 录 细 胞 色素 bs 的 差 光 谱 。 这 时 ， 最 低 吸 收 值 在 波长 408 
nm, 而 最 大 吸收 值 在 428 nm。408 nm 和 428nm 之 间 吸 收 值 之 差 
(Ad4ios_4szs) 可 作为 细胞 色素 c 含量 的 指标 。 用 上 日立-356 型 分 光 光 
度 计 测量 时 采用 下 列 波 长 : 408~424 及 424~475mnm。 用 克 分 子 
消光 系数 164x 103cm-1xM-1LCOmura,， Sato, 1964) 来 计算 微粒 
体 组 分 中 细胞 色素 bs 的 含量 为 每 1 分 钟 每 1 毫克 微粒 体 0.4~ 
0.6nM, : 

细胞 色素 Paso 含量 的 测定 用 CY-10 型 双 光 束 线 路 进行 。 记 
” 录 零 线 后 , 经 左边 比 色 杯 通 一 氧化 碳 工 分 钟 ( 一 氧化 碳 是 用 浓 甲 酸 
与 硫酸 混合 后 产生 的 , 并 将 CO 通过 连 苯 三 酚 A 溶 液 以 纯化 )。 然 
后 在 两 个 比 色 杯 中 都 加 入 少量 连 二 亚 硫 酸 盐 结晶 并 记录 差 光 谱 。 
波长 尼 0nm 的 最 大 吸收 与 波长 475 或 490nm 之 最 低 吸 收 之 间 的 
差 值 是 微粒 体 中 血红 蛋白 含量 的 指标 。 在 用 透射 光 旋 钮 记录 时 ， 
标准 纸 上 的 刻度 值 要 比 用 光 密 度 旋 钮 记录 时 小 所 倍 。 有 时 ， 用 我 
们 实验 室 自己 改装 的 C@-10 型 分 光 光 度 计 测量 细胞 色素 的 含量 。 
改装 后 ， 记 录 带 上 标尺 的 刻度 值 比 透射 光标 斥 上 的 要 小 5、10 & 
20 fF. 

在 日 立 -356 型 分 光 光 度 计 上 测定 细胞 色素 pise 的 含量 时 ， 
可 以 测量 AAgso_a7s, HRD Se 4} F IK G6 KM 91 x 10?cm™ x M7! 
(Omura, Sato, 1964) 计算 微粒 体 组 分 中 细胞 色素 Paso 的 含 量 ， 
其 值 为 每 1 分 钟 每 1 毫克 微粒 体 0.8 一 0.9nM。 
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细胞 色素 bs 及 Diso 还 原 -氧化 速度 的 测量 


在 有 氧 条 件 下 用 双 光 束 分 光 光 度 计 CB-10 或 目 立 -356 的 保 
温 比 色 杯 中 ， 在 25° 或 30C 研 究 了 细胞 色素 Ds RW Paso 的 还 原 - 氧 
化 速度 。 将 每 毫升 中 含有 1 毫 死 微粒 体 蛋 白质 及 100 mM Tris- 
ACI 缓冲 液 (P 孔 7.4) 的 反应 液 加 入 比 色 杯 中 , 记 下 零 线 , 然后 在 试 
验 比 色 杯 中 加 NADE:. 互 或 NAD .五 溶液 至 浓度 为 33AM A THM, 
先 经 实验 比 色 杯 通 一 氧化 碳 1 分 钟 后 记录 细胞 色素 Paso 的 光谱 。 
FA CD-10 分 光 光 度 计时 每 隔 30 秒 钟 记录 细胞 色素 的 差 光 谱 。 用 
细胞 色素 的 最 大 还 原 性 -Fa) 的 水 平 及 半 氧 化 时 期 az) 作为 细 
胞 色素 还 原 -氧化 速度 的 指标 。 在 正常 的 姓 ? ASABE ER (AY ie 
低 或 升 高 都 说 明 有 细胞 色素 还 原 反 应 速度 的 改变 。 这 些 指标 的 同 
时 改变 证 明 还 原型 血红 蛋 白 氧化 速度 的 加 快 或 减 慢 。 

缺 氧 条 件 下 细胞 色素 Ds 及 Paso 还 原 速度 的 测量 在 双 光 束 分 
光 光 度 计 日 立 -356 的 工 厘 米 比 色 杯 中 625 C) 进 行 。 反 应 液体 积 为 
3 毫升 , 内 含 : 40mM Tris-HCl why (pH7 .4) 2~3 Bye wr 
体 蛋 白 .2x10 M fa fee A] (rotenone) 115 mM 琥珀 酸 盐 、2 一 3 B 
克 亚 线粒体 微粒 蛋白 质 。 根 据 细胞 色素 a+as 在 A4eo-eso 范 转 
内 的 还 原来 控制 缺 氧 环境 的 出 现 。 用 特殊 的 快速 混 匀 方法 加 六 
NADP.-H x NAD-H BARE 336M, 让 带 有 吡啶 二 核 背 酸 
溶液 的 带 孔 薄板 在 0.5 秒 钟 内 通过 比 色 杯 内 的 液体 。 在 记录 细胞 
色素 Peso 的 还 原 速度 时 ， 先 经 比 色 杯 通 入 CO。 根据 A4et-ins 测 
定 细胞 色素 bs 的 还 原 ， 而 细胞 色素 Pise 的 还 原 按 A44so-4zs 来 测 
定 。 


动物 组 织 中 脂 类 物质 的 某 些 过 氧化 产物 的 测定 方法 


在 许多 病理 状态 下 发 现在 组 织 中 有 脂 类 的 过 氧化 产物 的 积 
人 


累 ， 并 伴随 出 现 一 系列 酶 系统 功能 的 破坏 (HO. A. Baagumupos, 
A. H. ApuaKkoB，1972) 。 

为 了 获得 动物 组 织 中 脂 类 物质 过 氧化 作用 的 概念 ， 最 好 是 测 
定 二 烯 的 忽 合作 用 (在 过 氧化 作用 的 早期 出 现 ), 脂 类 过 氧化 物 ( 在 
过 氧化 作用 的 较 晚 的 阶段 出 现 )， 最 后 还 要 测定 两 二 酸 二 醛 ， 它 是 
脂 类 物质 过 氧化 作用 的 最 重要 的 产物 之 一 。 


不 饱和 高 级 脂肪 酸 二 烯 忽 合作 用 的 测定 方法 


UW. Jl. Cranmbyaga 
方法 的 原理 
在 过 氧化 作用 过 程 中 的 游离 基 形 成 阶段 ， 在 多 聚 不 饱和 高 级 
Ip GRAF PA MEM MBAR, ， 同 时 在 吸收 光谱 中 出 现 一 


个 新 的 最 大 吸收 一 一 入 呈 二 233 nm; 8 一 2.2Xx10-5cm-1xMXD 
(Recknagel, Ghoshal, 1966), 


LS re [i 
IE BR ht 
异 丙 醇 。 
0.9 多 氧化 钾 溶液 。 
0.1 磷酸 缓冲 液 LPH7.6)。 


下 面 叙述 大 鼠 肉 芽 纤 维 组 织 匀 浆 中 及 线粒体 组 分 中 二 烯 辐 
作用 的 测定 。 


测定 过 程 


准确 称 出 一 定量 的 组 织 ,在 0.9 狗 氯 化 钾 溶液 中 洗 去 血 污 , 在 
液 所 中 冰冻 , 在 冷却 的 瓷 研 钵 中 仔细 磨 碎 。 按 照 Schneider(1948) 
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ATT ES BEE 2 2 ep 3) OR ORR As G1 Ml Bee 
缓冲 液 (pH7.4) 中 洗涤 后 重新 悬浮 于 5 SEA A RR 

然后 将 1.0~1.5 克 组 织 粉 末 或 1 毫升 制备 好 的 线粒体 晤 浮 
液 (10~15 毫克 和 蛋白质) 在 一 个 Potter-Elvejhem 玻璃 义 效 器 中 与 
9 毫升 庚 烧 - 异 丙 醇 (体积 比 为 1:1) 混合 液 一 起 研磨 15 分 钟 。 将 
所 得 的 悬浮 液 放 于 聚 乙 烯 试 管 中 ， 用 塞 子 塞 紧 以 防 离心 时 位 取 相 
挥发 。 将 试 样 在 4000g 离心 10 分 钟 。 将 上 清 液 转移 到 一 个 刻度 
试管 中 , 加 入 十 分 之 一 体积 蒸馏 水 。 振 功 及 两 相 分 开 后 , 吸出 庚 烷 
相 。 如 此 重复 一 次 。 每 0.5 毫升 中 按 1:5~1:10 的 体积 比 加 入 忆 
醇 。 用 C®-16 分 光 光 度 计 , 波长 233nm, 石英 杯 ( 光 径 10 毫米 ) 测 
定 样品 的 光 密 度 。 用 只 含 抽 提 相 的 样品 ， 或 用 1 29+ 0.1 Mem 
缓冲 液 (pH7.6) 代 替 1 毫升 线粒体 悬浮 液 作为 对 照 。 

根据 多 聚 不 饱和 高 级 脂肪 酸 的 共 斩 二 烯 在 波长 233nm 时 的 
克 分 子 消 光 系 数 为 3.2x 105cm-1x3-1: FRE = AD 
的 含量 。 


用 硫 氰 酸 匀 测 定 脂 类 过 氧化 物 的 方法 


JI. A. Pomanosa, WU. Jl. Cranmbyas 
方法 原理 


在 稀释 的 脂 类 过 氧化 物 水 溶液 中 将 Fe” 氧化 成 Fe ， 后 者 
可 以 通过 与 硫 氰 酸 匀 的 颜色 反应 在 480 nm 有 最 大 吸收 值 而 被 测 
定 (CSummer，1943)。 


ah cere ae CH ee 
| | +2Fe++oHt—>» | | +2Fe% 
0 OH OH 


一 -一 一 一 一 一 


b) 2Fes+ 十 6CNS- —» Fe(Fe(CNS),) 
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it fll 
5 % FE REE NIK A Bit PRR EX) FAK, FeCNH,)2(SO,)2 FA 3% 
盐酸 溶液 重 结晶 。 
EER, 
20% fit FARR EK (EH) YAK , 
4: #f 0.175 M KCl fy 0.025 M Tris-HCl 缓冲 液 (PH7 .4)。 
50% =A LIRIK. 


生物 材料 的 准备 


以 大 鼠 肝 脏 线粒体 组 分 的 制备 及 测定 其 中 过 氧化 氢 的 含量 作 
为 例子 。 

按照 Schneider 〈1948) 的 方法 并 作 茶 些 改进 后 从 大 鼠 肝 脏 分 
离线 粒 体 组 分 。 将 10 多 肝 组 织 匀 浆 冷 冻 离 心 10 分 钟 , 6008, FA 
含有 细胞 核 及 未 破碎 的 细胞 器 的 沉 省 。 将 上 清 液 在 125008 离心 


20 分 钟 。 将 所 得 线粒体 沉淀 悬浮 于 其 体积 为 匀 浆 液体 积 -的 


0.175M KCl—0 025 M Tris-HCl 缓冲 液 OPH7 .4 中 ，12500g BY 
心 15 分 钟 , Hite RHR T 10 毫升 上 述 缓冲 液 中 。 


测定 的 过 程 


将 按 上 法 制 得 的 线粒体 组 分 加 到 离心 管 中 , 每 管 加 2 毫升 (和 蛋 
白质 浓度 为 每 毫升 7~8 毫克 )， 再 加 入 0.2 SH 50% =A LRA 
Mm GRAREA 5%) 以 沉 演 蛋白质。 离心 分 离 出 所 形成 的 沉淀 
(4000g)。 在 2 毫升 上 清 液 中 加 入 96% 乙醇 至 27 毫升 。 每 27 训 
升 中 加 入 0.2 毫升 浓 盐 酸 及 0.025 毫升 5% 摩尔 盐 的 盐酸 溶液 
(37% 盐酸 溶液 ), 剧烈 摇动 样品 , 准确 的 经 过 30 秒 钟 后 加 入 工 毫升 
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20% Bit MAR, 于 是 就 显 出 紫红 色 。 用 90% 乙醇 代替 上 清 液 作为 
RHE, ILA BAREIS 10 分 钟 测定 光 密 度 。 用 C@-16 分 光 光 
Ett, 波长 480 nm, 光 径 10 BOK, 以 对 照管 作 空白 进行 测定 。 

生物 材料 中 过 氧化 氨 的 相对 含量 按 波长 480 nm 的 光 密 度 什 
计算 。 

例如 ( 表 8) 对 完整 线粒体 组 分 及 0.1mM FeSO, + Ze 37°C 
保温 不 同时 间 以 后 的 线粒体 组 分 中 的 过 氧化 氢 相 对 含量 进行 了 测 
定 ， 并 建立 了 Fez+ 促进 脂 类 物质 过 氧化 作用 的 条 件 。 用 未 经 
FeSO, 处 理 过 的 禅 品 作为 对 昭 。 

表 8 两 价 铁 离 子 对 大 鼠 肝 脏 脂 类 过 和 氧化 作用 的 影响 


在 0.1mM FeSO, 中 保温 的 时 间 ( 分 钟 ) | Exgo* 


0 0.025 


5 0.068 
10 0.100 
15 0.070 
30 0.044 


* 所 列 数值 是 四 组 平行 实验 的 算术 平均 数 。 


用 硫 巴 比 受 酸 测定 丙 二 酸 二 醛 的 方法 
WU. Al. Cranmpuas, T. I. 工 apHIIBHIIH 
方法 原理 


丙 二 酸 二 醛 在 酸性 环境 中 在 高 温 下 与 2- 硫 巴 比 妥 酸 反 应 ， 同 
时 形成 在 波长 532 nm 具有 最 大 吸收 的 有 色 三 甲 基 复 合 物 ， 这 一 
复合 物 的 克 分 子 消光 系数 5E=1.56x10scm-:xAM- (Hunter et 
al., 1963), 
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in 剂 
含 0.175 M KCL 的 0.025M Tris-HCl 缓冲 液 (P 瑟 7.4)。 
17 狗 三 氯 乙酸 溶液 。 
0.8%2- 硫 巴 比 妥 酸 水 溶液 。 


生物 材料 的 准备 


以 大 鼠 肝 脏 肉 芽 纤 维 组 织 和 线粒体 组 分 匀 浆 的 制备 为 例 。 
一 谁 确 称 取 一 定量 的 组 织 , TERE KR, FERS AY BE RP AF 
细 磨 碎 。 取 1 克 组 织 粉 末 在 3 毫升 上 述 Tris-HCl R oh WR (PH 
7.4) 中 进行 匀 浆 。 每 个 试 样 中 各 加 入 6 一 18 毫 死 蛋 白质 (IR 
于 0.5 毫升 缓冲 液 中 )。 

按 改 进 后 的 Schneider 法 (1948) 〈 见 57 页 ) 从 大 鼠 肝 脏 分 离 
线粒体 组 分 。 必 须 用 PHT .4 的 缓冲 液 洗涤 线粒体 沉 洽 以 除去 微 
RW RE, Baa 2- 硫 巴 比 妥 酸 反应 时 会 干扰 显 色 。 


测定 过 程 


将 按 上 法 制 得 的 在 PHT .4 绥 冲 液 中 的 生物 材料 组织 匀 浆 或 
线粒体 组 分 ) 加 到 离心 管 中 , 每 管 2.5 SF, MA 1 SF ITZ =A 
乙酸 (最 终 浓 度 为 5%) 以 沉淀 蛋白 质 。40008g 离心 10 分 钟 ， 除 去 
所 形成 的 沉淀 。 将 上 清 液 转移 到 许多 试管 中 ， 每 管 0.2 毫升 。 各 
个 试管 中 加 入 工 毫升 0.8% 2- 硫 巴 比 妥 酸 水 溶液 ， 将 样品 置 沸水 
10 分 钟 。 用 PH7.4 的 缓冲 液 代 替 上 清 液 作为 对 照 。 显 出 玫 
瑰 红 色 后 ， 将 样品 冷却 到 室温 ， 以 对 照管 为 空白 测定 波长 532 nm 
的 光 密 度 4(C@-16 分 光 光 度 计 , 比 色 杯 光 径 1cmy)。 

应 用 上 述 克 分子 消光 系数 的 数值 计算 两 二 酸 二 醛 的 含量 ， 并 
将 所 得 的 结果 用 每 个 样品 的 DM Be EAN, 

+ 59 ， 


FRAN) HUF AS TAR BER Fe’? P26 BR JEP AE 2B 2 OTB A 
二 酸 二 醛 的 影响 的 研究 作为 一 个 实例 。 


实验 条 件 “在 实验 组 的 每 个 试管 中 含有 40 豪 克 溶 于 pH7.4 的 缓冲 液 中 
的 线粒体 蛋白 质 , 加 入 用 FeSO,-7H20 配制 的 溶液 ， 使 试 样 中 Fe2* 的 最 终 
浓度 分 别 达到 表 9 中 所 列 的 浓度 。 试 样 的 最 终 体 积 为 410 Fr, MA Fe 后 
将 样品 在 WarburgiB imas 32°C trim 60 分 钟 。 保 温 终 止 后 , 从 样品 中 取出 
2.5 毫升 以 测定 两 二 酸 二 醛 。 用 未 经 FeSO, 处 理 过 的 样品 作为 对 照 。 


表 9 两 价 铁 离 子 对 大 鼠 肝 脏 丙 二 酸 二 醛 形成 的 促进 作用 
两 二 酸 二 醛 的 形成 (每 个 样品 中 的 DA 数 )。( 表 中 所 


FesOs ee (M) FI BUE I 8 OE TIE OR AOE TRE) 
0 : 2.21.4 
10° 6 7.9+2.2 
10 5 17.4+2.0 
1074 30.3+4.0 
用 大 肠 杆 菌 色 氢 酸 酶 酶 蛋白 测定 


5 -磷酸 吡 哆 醛 的 微量 酶 学 方法 
IO. B. ByKHH，A. B. CepreeB 


应 用 大 肠 杆菌 色 氨 酸 酶 酶 蛋白 (Okada et al., 1970; Has- 
kell, Snell, 1972) R2e¢e ER FACS. faecalis) fk a RR Hii He ies i EA 
(Sundaresan，Coursin，1970) 最 近 几 年 已 经 研究 出 了 测定 5/- BE 
酸 吡 哆 醛 (磷酸 吡 哆 醛 是 维生素 Be 的 主要 辅酶 类 型 ) 的 高 灵敏 度 
酶 学 方法 。 上 述 方法 要 求 采用 放射 性 同位 素 标记 的 底 物 或 要 求 制 
备 高 纯度 的 酶 蛋白 制剂 。 但 我 们 建立 了 一 个 较为 简单 的 在 色 氨 酸 
酶 酶 蛋白 系统 中 测定 磷酸 吡 哆 醛 的 改良 法 ， 可 以 测定 在 1.5 SH 
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WPA PY 1 ~ 40 ng 的 辅酶 。 测 定 的 过 程 并 不 要 求 事先 从 待 测 
的 混合 物 中 分 离 出 磷酸 吡 哆 醛 来 ， 也 不 要 求 采 用 放射 性 化 合 物 和 
把 色 氨 酸 酶 酶 蛋白 制备 成 单独 的 蛋白 质 形式 。 


方法 原理 


在 色 氨 酸 酶 酶 蛋白 系统 中 测定 磷酸 吡 哆 醛 是 根据 下 列 的 反应 
顺序 (1 一 3): 


色 氢 酸 酶 酶 蛋白 十 磷酸 吡 哆 醛 色 氨 酸 酶 全 酶 《1) 


Le  * gue  aAR, NH, (2) 

IBWE + Mt AGRIIEE—> A EY, Esroom ， (3) 

在 标准 条 件 下 ,反应 (1) 中 形成 的 色 氨 酸 酶 全 酶 的 量 及 反应 (2) 

中 工 - 色 氨 酸 在 酶 促 降解 时 呆 嗓 的 形成 是 该 系统 中 斐 酸 吡 哆 醛 浓 

度 的 函数 。 在 酸性 介质 中 的 呵 嗓 与 对 -二 甲 基 邻 氨基 苯 甲 醛 形 成 
稳定 的 红色 产物 , 其 浓度 可 用 分 光 光 度 法 加 以 测定 。 


与 辅酶 结合 
一 一 一 一 > 


试剂 及 材料 


磷酸 吡 哆 醛 〈 一 分 子 结晶 水 ) 的 分 子 量 为 265.16。 将 1 毫升 
0.001 N KOH 中 含有 0.1 毫 克 磷 酸 吡 哆 醛 的 原始 溶液 封存 于 安 襄 
中 (一 20C, 瞳 处 ) 可 用 2 一 3 个 月 。 深 液 中 磷酸 吡 哆 醛 的 准确 浓度 用 
分 光 光 度 计 测定 4388 nm, 0.1 N KOH 中 8=6500，PH7.0 时 8= 
4900)。 在 制作 标准 曲线 前 用 重 蒸馏 水 稀释 原始 磷酸 吡 哆 醛 溶液 ， 
直接 制备 含有 10 或 50 ng 磷酸 吡 哆 醛 的 工作 溶液 。 磷 酸 吡 哆 醛 洲 
液 应 绝对 避免 见 光 。 

0.1 妈 磷酸 钾 缓 冲 液 LPH8.3)。 

0.1 MBA HEH KA 0.1 磷酸 钾 缓 冲 液 OPH8.3)。 

0.05 凡 二 - 色 氮 酸 溶液 。 将 工 - 色 氮 酸 的 称 样 洲 于 用 盐酸 酸 化 

着 <“ 


Jah BAK, IAA ONAL 0.1 BERR Roh HK (PH 
8.3), A 0.2N KOH 中 和 。 

FAR 

70% =A CRB MK. 

5% 对 -二 甲 基 邻 氮 基 葵 甲 醛 的 96% 乙醇 溶液 (贮存 于 暗 处 )。 

H,SO, 与 乙醇 的 混合 液 (1 升 9% 狗 乙醇 中 加 80 毫升 浓 
H.SO,), 

Xf -— FASE Sh a Se RPE CA. RE Bele: 将 
1 tt 5 多 对 -二 甲 基 邻 氨基 茶 甲 醛 的 96 多 乙醇 溶液 与 9 份 了 SO,- 
乙醇 混合 液 相 混合 。 

10% HPO; yw, HH P.O; 制备 (配制 法 见 后 面 )。 

大 肠 杆菌 色 氧 酸 酶 酶 蛋白 制剂 〈 菌 体 及 酶 蛋白 的 制备 法 见 后 
面 )。 


从 了 20; 制备 HPO, 


在 一 个 瓷 四 中 放 50 克 用 蒸馏水 结 成 的 碎 冰 块 , 分 小 批 加 入 8 
克 左 右 的 P:0;( 化 学 纯 )。 将 沉淀 下 来 的 胶 状 多 聚 磷酸 凝 块 经 烧 
结 玻璃 漏斗 过 滤 除去 , 或 在 5000g 离心 30 分 钟 除去 。 根 据 密度 或 
FASE (ed aA EL (HPOs)。 淤 液 的 瘤 确 浓度 。 新 
制备 的 偏 磷酸 用 蒸馏 水 稀释 成 1.36N 的 溶液 Ge P.O, 计算 
10.1% YEW, A? 为 1.0764) RAE YS Ab A YS CE 
的 。 用 于 从 组 织 中 提取 磷酸 吡 哆 醛 的 5% AE OR Ie CE FT 
制备 。 


大 肠 杆 菌 菌 体 的 制备 (菌株 Hpyka，ATCC 8739 或 B/ It 7-A)* 
用 于 制备 色 氨 酸 酶 的 大 肠 杆 菌 培养 基 成 分 列 于 表 10。 培 养 


* E. Coli 菌株 来 自 美国 Berkly Snell, E. E. 教授 。 
> 


B/Tt 7-A 的 培养 基 要 比 培养 KpyKa 的 培养 基 复 杂 ， 但 是 B/It 7 
A 的 优点 是 在 菌 体 中 色 氨 酸 酶 的 组 成 酶 的 含量 较 高 。 


表 10 大 肠 杆 菌 培养 基 成 分 


成 分 培养 基 1 培养 基 2 培养 基 3 
KH2?PO， 人 7.5 
KHPO,-3H,0 5.0 9.5 21.5 
(NH,),SO, 1.0 1.0 
CaCla.2H2O 0.01 0.003 
FeSO,-7H,O 0.001 0.003 
MgSO,-7H,O 0.1 0.003 
MnSO,-H,O 0.001 
ZnSO,4-7H,O | 0.001 - 
CuSO,-5H,O 0.001 
NaCl 0.26 
葡萄 糖 1.0 2 .0# 
| 吃 0.01 0.25 
工 - 色 氢 酸 - 0.33 
酵母 提取 液 10.0 1.0 
酷 蛋 白 酶 解 液 10.0 20.0 
ie iin 20.0 20.0 


© 种子 培养 时 , 每 升 培养 基 中 葡萄 糖 的 含量 提高 到 10 克 。 
*## 琼脂 只 加 于 斜面 转 接 培养 基 中 。 


将 大 肠 杆 菌 〈 菌 株 KpyKka) 培养 于 肉 汤 - 蛋 和 白 肛 斜 面 上 或 培养 

在 培养 基 1 中 ( 见 表 10)。 将 大 肠 杆菌 (B/It 7-A 突变 株 ) 培养 于 

培养 基 2 斜面 上 ( 表 10)。 每 月 至 少 转 接 一 次 到 新 配制 的 培养 基 

上 上, 种 子 在 装 有 100 毫升 培养 基 (菌株 KpyKka) 或 每 升 含 10 克 葡 
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萄 糖 的 100 毫升 培养 基 2 CK B/It 7-A) 的 容积 为 950 SAW 
锥 形 瓶 中 于 37"C 培养 12 一 18 小 时 。 为 了 充分 通气 ， 将 瓶子 在 圆 
形 摇 床 上 培养 , 每 分 钟 旋 转 180~200 次 。 

制备 大 肠 杆 菌 (菌株 Kpyka) 菌 体 时 ， 在 培养 基 1 中 接种 5% 
体积 的 种 子 。 在 发 酵 饶 中 或 大 瓶子 中 或 750 毫升 的 锥 形 瓶 中 〈 装 
100 毫升 培养 基 ) 于 37"C 充 分 通气 下 培养 18~24 小 时 。 
制备 大 肠 杆菌 (菌株 B/I7-A) 的 菌 体 时 ， 在 培养 基 3 中 接种 

20% 体积 的 种 子 , 37C 充 分 通气 下 培养 12 小 时 。 

保温 停止 后 将 培养 液 冷 却 至 O~4°C, 2~4°C 离心 15~20 分 
#1 (10000~15000 g)， 以 分 离 出 细胞 。 用 20 倍 体积 的 0.15 M 
NaCl 溶液 洗涤 一 次 , 再 用 3 倍 体积 的 蒸馏水 洗涤 一 次 。 按 细胞 湿 
重 计算 产 率 为 每 升 培养 液 3~ 洒 克 。 将 所 得 的 湿 菌 体 保存 于 0C， 
并 在 12~24 小 时 内 用 于 制备 色 氨 酸 酶 酶 蛋白 。 也 可 将 菌 体 先 冷 
冻 干 燥 。 密 封包 装 于 一 20C 下 贮存 的 冷冻 王 燥 的 细胞 至 少 在 6 个 
月 内 或 更 长 的 时 间 内 仍 保持 原 有 的 色 氨 酸 酶 活力 。 


色 氨 酸 酶 酶 蛋白 的 制备 


用 超声 波 将 细菌 细胞 破碎 ， 在 等 电 点 P 了 4.7 时 从 细胞 提取 
液 中 沉 演 色 氨 酸 酶 , 将 有 活力 的 沉淀 进行 透析 , 用 四 氢化 硼 钠 处 理 
色 氨 酸 酶 酶 蛋白 的 粗 制 剂 以 使 残留 的 全 酶 失 活 。 


试剂 及 材料 
0.1M (pH 7.0) 1M (pH 7.3) ERP im, 
EDIA( 游 离 酸 )。 
2— Ft HE 乙醇 。 


1M 及 0.1M 乙酸 溶液 。 
NaBH, si KBH,, 
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Sephadex G-25( 柱 子 的 尺寸 : 3.5x 40 厘米 ), 预先 用 0.1 MX 
Be WA PR eH YR (PH 7.3) -F 4. 


制备 过 程 


制备 大 肠 杆 菌 色 氨 酸 酶 酶 蛋白 的 全 部 过 程 都 在 O~4°C 进行 。 
将 大 肠 杆 菌 的 湿 菌 体 (10 St) 或 冷冻 干燥 的 细胞 (2 Sk) 悬浮 于 50 
毫升 含有 2mMEDTA & 5 mM 2-H Ft ZY 0.1 M BERR BRE Oh 
WK (PH 7.0) +P, 用 超声 波 破 碎 器 (20 F 2%, 50 BL, 5~10 4} 4h) 
WE AH Hd, 离心 430000g, 20 分 钟 ) 除 去 细胞 碎片 ， 在 不 停 的 搅拌 下 用 
1M 乙酸 将 上 清 液 酸 化 到 了 也 4.7, 离心 收集 形成 的 沉淀 《30000 g, 
30 分 钟 )。 将 沉淀 悬浮 于 50 毫升 蒸馏 水 中 ， 对 8 一 10 升水 在 搅拌 
下 透析 12 小 时 。 透 析 后 将 5 毫升 1 MMAR (PH7.3) 加 
入 所 得 的 色 氨 酸 酶 酶 蛋白 粗 制 剂 ( 约 50 毫升 ) 中 , 再 在 不 停 的 搅拌 
下 加 入 10 毫克 NaBH,  KBH, (WAM me AR EAH 
0.005 妈 左右 )。 将 酶 蛋白 溶液 放置 10 分 钟 , 同时 加 入 几 滴 0.1 凡 
乙酸 使 PH 值 维持 在 7.2~7.4 范围 内 。 然 后 对 10 升水 透析 10~ 
15 小时， 或 者 经 Sephadex G-25 柱 作 凝 胶 过 滤 。 用 蒸 馅 水 将 所 
得 色 氨 酸 酶 酶 蛋白 的 浓度 稀释 至 每 毫升 含 1 训 克 和 蛋白质 〈 对 菌株 
KpyKa fia) 或 每 毫升 0.1 毫克 和 蛋白质 (对 菌株 B/It7-A 而 言 )。 
按 Lowry 〈1951) 法 测定 蛋白 质 的 含量 。 

“在 标准 条 件 下 以 磷酸 吡 哆 醋 作 底 物 测定 时 色 氮 酸 酶 酶 蛋白 制 
剂 的 残留 活力 通常 在 0.03 ~0.06 Esronm 的 范围 内 。 如 果 残 留 活 力 
《本 底 ) 升 高 到 O.1E, 那么 在 等 电 点 下 沉淀 有 活力 蛋白 质 的 操作 和 
用 NaBH, 处 理 色 氨 酸 酶 酶 蛋白 以 及 透析 的 操作 应 再 重复 一 次 。 将 
所 得 色 氨 酸 酶 酶 蛋白 溶液 封存 于 安庆 中 ， 一 20C 下 保 在。 色 所 酸 
酶 酶 蛋白 制剂 在 2~6 个 月 内 适用 。 由 于 酶 制剂 的 活力 不 断 下 降 ， 
所 以 用 于 测定 磷酸 吡 哆 醛 的 标准 曲线 必须 每 2~3 星期 重 做 一 次 。 
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从 组 织 中 提取 磷酸 吡 哆 醋 


所 有 涉及 从 生物 材料 中 提取 磷酸 吡 哆 醛 的 工作 以 及 测定 其 沽 
力 的 工作 都 应 在 极 微弱 的 光照 下 或 在 红 光 下 进行 。 根 据 不 同 的 研 
究 对 象 ， 称 取 5~10 BHR 50~100 毫克 生物 组 织 材料 在 一 个 玻 
璃 匀 浆 器 中 与 等 体积 10% HPO, 溶液 进行 匀 浆 ,加 入 18 倍 于 偏 磷 
酸 体积 的 蒸馏 水 后 再 将 组 织 混合 液 继续 进行 匀 浆 。 将 所 得 的 组 织 
匀 浆 液 在 80°C 水 浴 中 加 热 15 分 钟 , 然后 将 混合 液 冷 却 ; BD, 上 
清 液 用 于 测定 磷酸 吡 哆 醛 。 测 定 磷酸 吡 哆 醛 的 样品 其 体积 不 应 超 
过 .0.25 毫升 。 


在 含有 色 氢 酸 酶 酶 蛋白 的 系统 中 测定 磷酸 吡 哆 本 


在 带 有 磨 口 塞 的 20~25 毫升 的 烧瓶 中 加 入 : 1)0.05~0.2 毫 

升 待 测 的 组 织 提 取 液 或 2 毫升 水 〈 用 于 测定 色 氢 酸 酶 酶 蛋白 的 残 
留 活力 ) 或 磷酸 吡 哆 醛 标准 溶液 〈 制 作 标准 曲线 时 用 每 0.1~0.2 
ZF 1~50ng 的 溶液 ); 2) 定 量 地 加 入 0.2V 上 OH BRU PA 
组 织 提取 液 中 的 HPO,, 使 pH 达到 8.0~8.3, 加 六 水 至 总 体积 为 
2 毫升 ; 3)3 SAHA; 4)0.45 ZA PAY BARBS LF 

溶液 , 此 工作 溶液 含有 0.1 ZABEA, 0.1 ZF 01M 还 原 谷 胱 
甘 肽 溶液 及 0.25 毫升 0.1M 磷酸 钾 缓 冲 液 (PH 8.3), ikaw F 
将 样品 在 37"C 预 热 10~15 分 钟 , 然后 加 入 0.2 ZF 0.05 凡 工 - 色 
IRE WL, 将 样品 在 37 C 不 停 地 振荡 下 保温 60 分 钟 。 加 入 0.2 S 
Ft 10% =A CRUAILRY, ATAS HERRERA, Dy 
将 样品 剧烈 振 划 。 将 混合 液 转 移 到 离心 管 中 , 低速 离心 (658, 3 一 5 
分 钟 ) 使 两 相 分 开 。 从 上 相 〈 甲 苯 相 ) 取出 1.5 SFE. 
AMA BARA A 5 毫升 新 配制 的 对 -二 甲 基 邻 氮 基 苯 甲醛 的 
硫酸 -乙醇 溶液 的 试管 中 。 对 照 组 中 只 加 入 纯 甲 荃 。 将 样品 仔细 
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OAM 巧 分 钟 后 测定 溶液 的 光 密 度 , FA CD-4A 型 分 光 光 度 计 ， 
波长 570nm, 1cm 比 色 杯 ， 以 对 照样 品 作 空 白 , ESM PEPE 
4~ 上 5 小 时 内 溶液 的 颜色 是 稳定 的 。 

样品 中 磷酸 吡 哆 醛 的 含量 可 根据 用 已 知 量 的 标准 磷酸 吡 哆 醛 
溶液 制作 的 标准 曲线 来 测定 ， 根 据 标 准 曲 线 计算 出 所 研究 的 组 织 
中 磷酸 吡 哆 醛 的 含量 。 测 定 标准 溶液 中 磷酸 吡 哆 醛 方法 的 误差 范 
围 在 土 3 色 。 测 定 生物 材料 中 的 磷酸 吡 哆 醛 时 ， 此 方法 的 误差 达 
到 士 6% 。 


方法 的 应 用 


这 个 方法 可 用 于 测定 动物 及 人 体 组 织 、 植 物 组 织 中 的 磷酸 吡 
哆 醛 的 含量 。 小 鼠 肝 胜 、 脑 及 脾脏 中 每 克 湿 组 织 中 磷酸 吡 哆 醛 的 
正常 含量 各 为 3.16 士 0.07，7.8 土 0.67，0.9 土 0.05 微克 CIO. B 
Byxuu, A. B. Ceprees, 1970), RBA 1~5 毫克 组 织 就 足够 
进行 分 析 ， 所 以 这 个 方法 可 以 用 于 临床 上 分 析 活 检 取 得 的 少量 样 
品 材 料 。 因 为 色 氨 酸 酶 酶 蛋白 制剂 不 含 吡 哆 醛 激酶 ， 所 以 这 个 方 
法 可 以 直接 在 含有 AIE 及 吡 哆 醛 的 反应 液 中 测定 在 吡 哆 醛 激 酶 
反应 中 形成 的 磷酸 吡 哆 醋 ( 见 HO. B. Byxun, 67 页 )。 


测定 哺乳 动物 及 人 体 组 织 中 磷酸 吡 哆 醛 
激酶 活力 的 微量 方法 
lO. B. ByKHH 


磷酸 吡 哆 醛 激酶 (AIE: 吡 哆 醛 -5- 磷 酸 转移 酶 , EC 2 7.1.35) 
是 保证 动物 及 人 体 中 合成 磷酸 吡 哆 醛 及 磷酸 吡 哆 胶 ( 维 生 素 Be 的 
辅酶 形式 ) 的 关键 酶 。 当 有 AIP 及 有 某 些 两 价 金属 离子 存在 时 ， 
这 个 酶 可 以 使 维生素 Be 的 三 种 形式 都 磷酸 化 ， 并 形成 相应 的 5/- 
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Tote STA «UE We EO, WS PRE WIL We ke + AT P—> pie Re Ws WS, Be BO IE 
RE, BE MBL He + ADP, 


-方法 原理 


FEA IL WE, ATP Re Zn?* 存在 时 ， 吡 哆 醛 激酶 催化 反应 中 
所 形成 的 磷酸 吡 哆 醛 可 以 在 大 肠 杆菌 色 氨 酸 酶 酶 蛋白 的 体系 中 进 
行 测 定 ( 见 HO. B. Byxun, A. B. Ceprees, 60 页 )。 这 个 方法 不 
要 求 从 反应 液 中 分 离 出 磷酸 吡 哆 醛 来 。 上 述 测定 的 原理 星 先 已 由 
McCormick 等 人 (1961, 1970) 加 以 应 用 。 我 们 所 研究 的 改良 法 
(tO. B. Bykun, 1973), 其 特点 是 具有 很 高 的 灵敏 度 ， 并 且 可 以 定 
量 测定 组 织 匀 浆 中 及 提取 液 中 的 吡 哆 醛 激酶 活力 。 


试剂 及 材料 


0.077 M 磷酸 钾 缓 冲 液 (PH5.8)。 

0.25 M 蔗糖 溶液 (PH7.0)。 

用 缓冲 液 新 配制 的 2.5mM 吡 哆 醛 ( 盐 酸 盐 ) 深 液 ， 

用 缓冲 液 新 配制 的 2.5mM ATP-Na, 溶液 。 

FRE (8 7k Be AY 0.1 mM ZnSO, st Zn (CH;COO), WH, 

底 物 混合 液 一 一 将 吡 哆 醛 、AIE 及 Zn 溶液 在 应 用 前 按 
2:2:1 的 比例 加 以 混合 。 | 

Ki Wa FF Bas £8, 2 Bs Ps SB A) eR EY LE KA 
(yl, 1O. B. Bykun, A. B. Ceprees, 60 页 )。 


测定 的 过 程 


用 于 分 析 的 生物 组 织 的 制备 的 全 部 操作 都 应 在 O~4°C 进行 。 

用 微量 扭力 天 平 ( 分 度 值 为 50 微 元 ) 称 取 5~10 毫克 组 织 ; 在 一 个 

玻璃 匀 浆 器 中 与 一 定 体积 的 缓冲 液 或 蔗糖 溶液 仔细 地 进行 匀 浆 。 
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Jah A Se te ae RE A is aS ES EE FEO AE 
Ui) saz AE ST ,O  R 15 5} HH C10000~ 
250008), 用 上 清 液 作 分 析 。 

在 含有 1 毫升 底 物 混合 液 (1 AM 吡 哆 醛 , 1 MATITP, 0.024M 
2Zn2+) 的 试 样 中 , 加 入 0.2~1.0 BHAA SR MAR HEM, MA 
冲 液 至 总 体积 为 2 毫升 。 用 等 渗 蔗 糖 溶液 制备 匀 浆 的 试 样 中 则 加 
入 0.25 毫升 组 织 匀 浆 或 抽 提 液 。 把 试 样 在 37C 保 温 15~60 分 钟 
使 酶 促 反 应 开始 。 然 后 在 沸水 浴 中 放 3 分 钟 以 使 反应 终止 。 对 昭 
组 中 当 底 物 混合 液 中 加 入 组 织 匀 浆 或 抽 提 液 后 就 立刻 在 沸水 洽 中 
加 热 将 酶 杀 死 。 将 加 热 后 的 试 样 冷却 ， 在 测定 磷酸 吡 哆 醛 以 前 一 
HRF O~4°C 中 。 在 3 一 4 小 时 内 上 述 样品 中 的 磷酸 吡 哆 醛 合 
量 不 会 降低 。 应 当 强 调 的 是 : 保温 、 加 热 杀 死 酶 . 试 样 的 保存 以 及 
后 来 磷酸 吡 哆 醛 的 测定 等 工作 都 必须 在 黑 瞳 中 或 在 红 光 下 进行 ， 
以 防止 磷酸 吡 哆 醛 的 破坏 。 

为 了 测定 保温 时 试 样 中 所 生成 的 磷酸 吡 哆 醛 ， 在 含有 色 氮 酸 
酶 酶 蛋白 的 系统 中 加 入 0.05~1.0 毫升 待 测 溶液 .在 有 些 情 况 下 ， 
如 当 吡 哆 醛 激 酶 的 活力 很 高 或 长 时 间 保 温 时 ， 应 在 测定 磷酸 吡 哆 
醛 之 前 用 缓冲 液 或 蒸馏 水 将 试 样 稀释 几 倍 。 在 色 氨 酸 酶 酶 蛋白 的 
系统 中 加 入 工 毫升 缓冲 混合 液 不 会 影响 磷酸 吡 哆 醛 的 测定 。 

吡 哆 醚 激酶 活力 单位 的 确定 及 酶 比 活 力 的 计算 。 在 37"C 标 准 
保温 条 件 下 , 1 分钟 内 形成 1n 磷酸 吡 哆 醛 的 酶 量 定 为 吡 哆 醛 激 
酶 的 1 个 活力 单位 (U)。 酶 的 活力 以 1 克 组 织 中 所 含 的 单位 数 表 
示 。 吡 哆 醛 激酶 的 比 活力 以 1 毫克 蛋白 质 中 所 含 的 单位 数 表 示 。 
蛋白 质 用 工 owry 法 测定 。 

吡 哆 醛 激酶 的 活力 按 下 列 公 式 计算 : 
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BeBe _ A BERTI RE Cg) x 2ml x 1000 ug 


Img 蛋白质、 t 4} ph x 265 x Vil x Pug 


式 中 265 一 一 磷酸 吡 哆 醛 的 分 子 量 ; ABER RE (g/t 44h x 
265 一 一 在 1 分钟 内 试 样 中 比 对 照 中 磷酸 吡 哆 醛 的 增加 值 aM); 
上 一 一 试 样 中 的 组 织 含量 〈 训 克 ) 六 或 者 试 样 中 和 蛋白质 含量 《微克 ) 
了 一 一 测定 磷酸 吡 哆 醛 时 从 试 样 中 所 取 的 体积 。 

在 平行 试验 中 测定 吡 哆 醛 激酶 活力 的 方法 可 能 误差 在 士 5 多 
范围 内 。 


影响 吡 哆 醛 激酶 活力 的 条 件 


在 小 鼠 肝 、 脑 、 肾 及 脾 等 组 织 匀 浆 中 酶 作用 的 最 适 P 也 为 5.8 
左右 (HD. B. ByKHHE，1973)。 在 PH5.5 或 6.1 时 ， 酶 活力 明显 下 
降 。 在 测定 吡 哆 醛 激酶 的 标准 条 件 下 ， 所 形成 的 磷酸 吡 哆 醛 量 与 
RE PEARS BCE 20~100 vg 范围 内 ) 和 保温 时 间 {《 在 15 ~60 
分 钟 内 ) 成 正比 (IO. B. ByKkrH，1973)。 当 试 样 中 组织 义 浆 中 或 
抽 提 液 中 的 蛋白 质 含量 超过 1 毫克 时 酶 的 比 活 力 急剧 下 降 ， 这 可 
fib Ze HE Be Se ESE EEA AK 

AMP 32 PE Hoan Hil RE, ~Ki=6.0x 10°°M (McCor- 
mick et al.，1961)。 逐 是 酶 的 强烈 抑制 剂 (McCormick, Snell, 
1970)。 所 以 ， 如 果 用 吡 哆 醛 作 底 物 ， 在 有 痰 基 试 剂 存在 时 就 不 可 
能 测定 吡 哆 醛 激酶 的 活力 。 

组 织 中 吡 哆 醛 激 酶 的 分 布 

大 多 数 小 鼠 组织 的 匀 浆 中 及 抽 提 液 中 吡 哆 醛 激酶 的 活力 按 每 
克 组 织 计算 时 几乎 是 相同 的 。 组 织 抽 提 液 中 酶 的 比 活力 比 色 浆 中 
明显 的 要 高 ， 这 是 由 于 吡 哆 醛 激酶 活力 很 低 的 隋 性 蛋白 从 抽 提 液 
中 排 入 沉淀 的 结果 。 小 扇 肝脏 中 吡 哆 醛 激酶 主要 集中 在 细胞 的 除 
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去 线粒体 后 的 组 分 由 。 肝 脏 细胞 线粒体 中 及 细胞 核 中 酶 的 活力 十 
4} ECO. B. Bykuy, 1973), 

我 们 测定 的 某 些 哺乳 类 及 人 的 组 织 中 吡 哆 醛 激酶 活力 的 资料 
列 于 表 11 中 。 

具有 最 高 酶 活力 的 器 官 是 肾 、. 肝 和 脑 。 人 的 恶性 歼 生 物 中 ( 脑 
室 管 膜 胚 细胞 瘤 C3reamaMo6xracToMa)、 肾上腺 样 癌 、 急 性 白血病 
人 的 淋巴 细胞 ) 的 吡 哆 醛 激酶 活力 比 相应 的 对 照 组 织 要 低 HO... 
ByKHH，1973)。 根 据 我 们 的 资料 ， 动 物 和 人 的 肝脏 与 脑 组 织 在 个 
体 发 育 过 程 中 酶 活力 明显 地 增加 。 动 物 肝 脏 中 吡 哆 醛 激酶 的 活力 
与 营养 状况 有 关 , 当 膳 食 中 和 蛋白质 含量 很 高 时 酶 活力 明显 升 高 。 


方法 的 应 用 


可 用 于 动物 和 人 的 各 种 组 织 及 血液 的 有 形成 分 的 研究 。 由 于 
只 需 0.5~1.0 台 克 组 织 即 可 进行 分 析 , 故 这 个 方法 可 用 于 临床 , 测 
定 骨 复 、 脑 \ 肝 、 脾 及 其 它 器 官 的 穿刺 牺 中 吡 哆 醛 激酶 的 活力 测定 。 


表 11 动物 及 人 的 不 同 组 织 中 吡 哆 醛 激酶 的 活力 


fe kt 人 


脑 37.5 士 0.6 43.4+2.6 5.4~45.9( PF ®)* 
肝 40.0+0.9 56.4+11.6 2.0~28.50F #®) 
肾 52.9 士 3.8 84.6+2.0 45.5~61.4GEKR)** 
iB 19.1++0.9 25.2+1.5 5.2~5.80F®) 

肺 14.8+2.2 了 和 po & 9.4~11.2(F #) 
小 肠 粘膜 18.3 士 1.2 15.9 士 1.3 16.9~18.4( 活 检 ) 
胰腺 16.9 士 1.9 18.3 士 2.5 

心 5.1 士 0.3 4.8 士 1.0 8.9~10.10F ®) 
股 崩 肌 1.8 士 0.1 2.0+0.4 1.8~3.2(F ®) 

* Km RR. * fiz. 


i: 


I aL a) Aap ea BRP RR BBE ame 
A. B. Ceprees 


2b A WS 5 FA SL eS (EEC 2.1.2 LE RFRRRKBE IFS 
与 辅酶 叶酸 代谢 的 一 种 酶 ， 它 催化 工 - 丝 氨 酸 的 C- 碳 原子 转移 到 
四 所 叶酸 上 的 可 逆转 移 : 耳 4- 叶 酸 十 上 - 丝 氮 酸 二 5, 10-FA M-H,- 
叶酸 十 甘 氮 酸 。 反 应 中 形成 的 5 10- 甲 Hip RE RIS 
苷 酸 、 胸 腺 喀 啶 核 苷 酸 及 甲 硫 氮 酸 合成 中 起 一 碳 单位 供 体 的 作 
用 。 已 知 丝 肛 酸 转产 甲 基 酶 参加 线粒体 中 二 - 丝 氨 酸 的 分 解 (Moto- 
kawa, Kikuchi,1971), 


方法 原理 


在 与 5, 10-FA X-H,-HY AR i A CEC 1.5.1.5) RW RMA 
Se PW Ee 22 AIS TT Se, WIT 
FY Dik BEE BS FS 2 Se We 8 Fe He HH FH 1 EE 中 CSchirch, 
Mason, 1963), 72 ExR# NADP 及 下 10- 甲 又 =Hi= 叶 酸 脱 氢 酶 
存在 时 由 丝氨酸 羟 甲 基 转 移 酶 催化 的 上 述 反应 中 形成 的 史 10= 甲 
又 -也 ,- 叶 酸 被 转变 成 5 10- 甲 川 - 孔 -叶酸 ， 后 者 可 用 分 光 光 度 法 
加 以 测定 。 

5, 10- 甲 W-H,-t}+ B+ NADP —> 5, 10 - Ji|-H,-t 酸 十 
NADP.H*。 反 应 的 最 终 产 物 5, 10- 甲 川 -H,- 叶 酸 在 酸性 环境 中 
是 稳定 的 ， 并 在 波长 355 nm 处 具有 最 大 吸收 ， 这 就 保证 了 测定 
方法 的 可 靠 性 及 足够 的 灵敏 度 。 测 定 动物 组 织 中 丝氨酸 产 甲 基 转 
移 酶 活力 的 其 它 方法 要 么 是 不 够 正确 (Bertino et al., 1963), 要 
么 是 涉及 到 应 用 1#C- 丝 氨 酸 及 随 之 而 来 的 繁琐 的 对 放射 性 反应 产 
By 4+ BS (Motokawa, Kikuchi, 1971), 
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试剂 及 材料 


工 -丝氨酸 ; 也 = 叶酸 (制备 法 见 后 面 )， 磷 酸 吡 哆 醛 ; NADP; 
5, 10- 甲 又 -也 ,- 叶 酸 脱氧 酶 的 部 分 纯化 的 制剂 〈 制 备 法 见 后 面 )。 

含有 0.14 2-3 5E ZEN 0.1! BER BR Oh YK (pH 7.8), 

45 % HCIO, 溶液 。 


也 -叶酸 的 制备 


通过 叶酸 及 W.-M ME NaHSO, Al NaBH, 分 别 参 与 下 的 逐 
步 还 原 制 备 耳 =- 叶 酸 ， 再 从 反应 混合 液 中 分 离 aR, te 
理 的 根据 是 : Ay Mf RAN TB PR A RAE WA, DEAE- 纤 维 素 
《乙酸 型 ) 柱 上 用 稀 乙 酸 洗 脱 下 来 (Zakrzewski，>ansone, 1970)。 

试剂 ”叶酸 ，10 多 抗坏血酸 钊 盐 (PH6.0), 2-Ft HEB, 
-NaHSO,,NaBH,, DEAE- 纤 维 素 , 2N KOH; 2N HCL 1 乙酸 组 
冲 液 (pH6.0),0.752 乙酸 , 无 水 乙醚 。 

DEAE- 纤 维 素 柱 的 置 备 “柱子 的 大 小 为 22 x250mm， 装 10 
克 DEAE- 纤 维 素 (OH 型 )。 用 1M 乙酸 缓冲 液 (PH6.0) 流 经 柱 
子 直 至 OH” 564 ¢% CH;COO” 所 置换 为 止 。 再 用 0.5 升 蒸馏 水 
洗涤 柱子 除去 过 剩 的 乙酸 ， 再 用 200 毫升 19% 2- 琉 基 乙 醇 流 经 柱 
了 

H,- 叶 酸 的 制备 步骤 将 200 毫克 叶酸 悬浮 于 20 毫升 蒸 饮 水 
A 2 i 2N KOM 溶液 使 它 溶解 。 将 此 溶液 与 50 毫升 10 % 
的 抗坏血酸 钾 盐 (PH 6.0) Hi, FER A MK IA 2 se NaHSO,, 
将 此 混合 液 在 室温 中 放 10 分 钟 后 , 冷却 至 0C, MM 2N HCl 将 溶液 
的 p 开 调 到 2.8。 离 心 收集 沉淀 。 再 将 沉淀 溶解 于 50 毫升 10 多 Ht 
坏 血 酸 钾 盐 (PH6.0) 中 。 加 2NHCI 将 溶液 的 PH WZ) 2.8, H.- 
叶酸 的 沉淀 用 0.005 N HC! 洗涤 5 次 ,并 溶解 于 10 SEF 0.1 M BE 
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酸 钾 缓 冲 液 LPH7.6) 中 。 然 后 加 入 80 SF NaBH,, BiBRA WE 
室温 中 放 10 分 钟 。 为 了 破坏 残留 的 NaBH4:， 在 溶液 中 加 入 1 这 
Ft 2N HCl, 4 2 4} ha A 2N KOH 把 溶液 的 pH 调 到 了.0。 

将 反应 混合 液 上 DEAE- 纤 维 素 柱 , FEVER: 在 混合 瓶 中 的 
500 毫升 1 多 的 2- 琉 基 乙 醇 ， 在 贮存 瓶 中 为 500 毫升 0.95 1 乙酸 
溶液 。 记 录 从 柱 中 流出 液 的 光 吸 收 值 以 观察 洗 脱 的 过 程 。 洗 脱 曲 
线 有 三 个 峰 ， 收 集 第 三 个 峰 的 各 管 ( 总 体积 为 80~100 BF). 
此 溶液 冷冻 干燥 。 冻 干 制品 再 用 75~100 毫升 无 水 乙醚 处 理 。 制 
剂 中 每 IMAM REA 1M 2- 琉 基 乙 醇 ， 分 子 量 为 列 1 (Zakrze- 
wski，>ansone，1970)。 将 制剂 贮存 在 抽 除 空气 的 安 阁 中， 或 贮 
存在 充 有 和 氨 气 的 安 关中 (一 20C)。 


5, 10- 甲 又 - 孔 - 叶 酸 脱 氢 酶 的 制备 


部 分 纯化 的 酶 制剂 是 按 过 去 发 表 过 的 改良 法 (Osborn，Huen- 
nekens，1957) 进 行 制备 的 。 

试剂 及 材料 DAM mR, 甲醛 , NADP, 

含有 0.1 必 2- 琉 基 乙 醇 的 0.1 磷酸 钾 缓 冲 液 (P 了 7.8)。 

0.14 i Be BH th RK (PH 6.4), 

45 it REE). 

mR, Sephadex G-25( #4), 

磷酸 钙 凝 胶 ( 制 法 见 后 面 )。 

稚 鸡 肝脏 。 采 用 11L 日 龄 的 雏鸡 新 鲜 冷 冻 肝 脏 。 肝 脏 可 在 一 20C 
贮存 4 个 月 。 

磷酸 钙 凝 胶 的 制备 将 150 毫升 毛 化 钙 溶 液 (1 升 中 含 132 克 
caCcl :6 再 :DO) 用 水 稀释 到 1600 毫升 ， 与 150 毫升 磷酸 三 钠 溶液 (1 
升 中 含有 Na;PO,-12H,O 152 克 ) 一 起 振荡 , 用 稀 乙 酸 将 混合 液 调 
到 PH 7.4, 形 成 的 沉淀 用 20 升水 洗涤 4 次 。 将 离心 收集 的 沉淀 悬 ， 
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浮 于 并 升水 中 , PERLADRICE 1 7S AS SCRA BEBO GE IA 0.5 
$1 0.1 M Bem SHE MM (DH. 4) VEE 2 Uk, 并 在 4C 贮 存 于 此 缓冲 
溶液 中 。 | 
5, 10_ 甲 又 -了 -叶酸 脱 氢 酶 活力 的 测定 法 “这 个 方法 是 根据 
5, 10- 甲 川 -Hi- 叶 酸 含量 的 测定 ， 后 者 是 在 甲醛 、 互 -叶酸 、 
NADP 及 酶 存在 时 形成 的 。 在 溶液 中 甲醛 迅即 与 陕 -叶酸 发 生 非 
酶 促 反应 ， 同 时 形成 5, 10- 甲 又 -Hi- 叶 酸 。 测 定 酶 活力 的 保温 液 
内 含有 ._5HpwaM 甲醛 ,1wMH,- 叶 酸 ,1wMNADP( 深 于 2 毫升 含有 
0.1M2- 芒 基 乙 醇 的 0.1M 磷 酸 钾 缓冲 液 PDH7.8) 中 。 加 入 0.05 一 
0.1 毫升 蛋白 质 使 反应 开始 ， 在 37"C 黑 暗中 使 反应 进行 5~10 分 
“bh TMA 1 BEFE 45% HCIO, 停止 反应 。 对 照 组 在 加 入 蛋白 质 后 立 
刻 用 了 Cl10, 加 以 固定 。 离 心 分 离 沉淀 , 在 波长 355 nm 将 试 样 进行 
分 光 光 度 测 定 。 所 形成 的 5 10- 次 甲 基 - 了 -叶酸 按 8=22000 加 
” 以 计算 (Bertino et al.，1963)。 在 标准 条 件 下 ， 能 在 1 DIA 
成 TaM5; 10- 甲 川 :H= 叶 酸 的 酶 蛋白 量 定 为 5, 10- 甲 又 -再 一 叶酸 
脱氧 酶 的 一 个 活力 单位 (U)。 

5, 10- 甲 又- 吾 ,- 叶 酸 脱 氢 酶 的 纯化 ”纯化 酶 的 全 部 操作 在 2 一 
4"C 进 行 。 将 10 克 肝 组 织 与 10 倍 体积 的 0.1M 磷酸 钾 缓 冲 液 (P 匡 
1.6) 2K. 匀 浆液 在 40000g 离心 40 分 钟 。 用 1M 乙酸 溶液 
小 心地 将 上 清 液 的 PH 调 到 6.5, 逐 滴 加 入 2.5 毫升 29% 硫酸 鱼 精 
蛋白 溶 波 , 将 此 溶液 在 室温 中 放 10 分 钟 , 然后 离心 15 分 钟 (30000 
g)， 用 2NXKOH 深 液 将 上 清 液 的 PH 调 到 8.0。 分 小 批 将 硫 镑 粉 
未 加 入 溶液 中 , 达到 0.25 饱和 度 。 离 心 15 分 钟 (300008g) 后 ,所 得 
的 上 清 液 中 加 硫 按 至 0.45 饱和 度 。 将 离心 所 得 沉淀 溶 于 6 毫升 
0.1M 磷 酸 钾 缓 冲 液 (pH6. 急 中 ， 上 Sephadex G-25 柱 。 柱 子 预 
先 用 同样 的 磷酸 缓冲 液 加 以 平衡 。 收 集 从 柱 中 流出 的 蛋白 质 溶液 
并 向 此 溶液 中 分 小 批 加 入 磷酸 钙 凝 胶 50~60 毫克 (折算 成 磷酸 全 
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干 重 )。 将 混合 液 搅拌 所 分 钟 ， 离 心 ， 上 清 液 用 凝 胶 反 复 处 理 直 至 
把 酶 全 部 从 溶液 中 抽 提 出 来 。 将 离心 所 得 的 沉淀 合并 , 用 20 毫升 
0.2 M 磷酸 钾 缓 冲 液 LPH7.6)， 从 凝 胶 上 将 有 活力 的 蛋白 质 洗 脱 
下 来 。 纯 化 过 程 及 酶 的 产 率 列 于 表 12。5, 10- 甲 又 -再 = 叶 酸 脱 氧 
酶 制剂 中 含有 微量 的 丝氨酸 产 甲 基 转 移 酶 在 一 20C 保 存 时 , 3 一 4 
星期 内 仍 有 活力 。 


表 12 5,10- 甲 叉 -了 再- 叶酸 脱 氢 酶 的 纯化 (实验 例 ) 
组 ”分 的 二 


aL Oe OR eH 
体积 (ml) | 总 活力 (U) ofa a j= ¥ (%) 
组 织 抽 提 液 100 1980 18 100 
硫酸 鱼 精 蛋白 处 理 98 1850 22 94 
PERE (0.25~0.45) 8 1300 36 66 
从 磷酸 钙 凝 胶 洗 脱 20 780 73 40 
丝氨酸 羟 甲 基 转 移 酶 活力 的 测定 


称 取 一 定量 的 组 织 与 了 倍 体积 的 0.1M 磷酸 缓 冲 液 (pDH7.8) 
一 起 匀 浆 。 匀 浆液 于 400008 离心 40 分 钟 ， 上 清 液 用 于 测定 酶 活 
A. 

总 体积 为 2 毫升 的 0.1M 磷 酸 钾 缓冲 液 (DH7.8) 的 保温 混合 
液 中 含有 :54 工 -丝氨酸 ，1AM 瑞 ,- 叶 酸 ，1MNADP, 0.2AM 
BEBE WS RE, 0.2 毫升 5 10- 甲 又 -H4- 叶 酸 脱氧 酶 ( 比 活力 为 70 单 
位 /毫升 左右 )，10AMX32- 琉 基 乙 醇 。 带 有 混合 液 的 试管 中 加 六 
0.05~0.1 毫升 待 测 组 织 抽 提 液 , 使 反应 开始 , 并 在 37"C 使 反应 进 
45 5~10 5} $h, IMA 1 BH 45% HCIO, 使 反应 停止 。 对 照 组 中 
在 加 入 组 织 抽 提 液 到 混合 液 后 立刻 用 HC1O, yom In WE, 
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反应 停止 后 15 4} Ph, Pps) LE, LE TTB AY 5, 10- 次 
甲 基 叶 酸 的 含量 可 在 波长 355 nm 下 测定 其 光 密 度 来 确定 。 

在 标准 条 件 下 工分 钟 内 能 形成 1nM5, 10- 甲 川 -也 -叶酸 的 
酶 蛋白 量 定 为 丝氨酸 羟 甲 基 转 移 酶 的 一 个 活力 单位 \U)。 酶 的 比 
活力 以 每 毫克 蛋白 质 或 每 克 组 织 的 单位 数 表 示 。 试 样 中 的 蛋白 质 
含量 用 Lowry 法 测定 。 研 究 小 鼠 及 大 鼠 肝 脏 组 织 中 酶 活力 的 测定 
条 件 时 我 们 发 现 : 反应 终 产物 形成 的 速度 与 加 入 的 酶 蛋白 的 量 ( 在 
0.5~1 .5 毫克 范围 内 ) 与 保温 时 间 ( 在 5~10 分 钟 范围 内 ) 是 成 正 
比 的 。 保 持 上 述 测定 条 件 时 此 方法 的 误差 在 土 4% 范围 内 。 

用 上 述 方法 测定 非 品种 小 鼠 及 大 鼠 肝 脏 组 织 中 的 丝氨酸 羟 甲 
基 转 移 酶 活力 各 为 16 士 1.14 单位 / 克 及 14.6 士 0.98 单位 / 克 。 小 
鼠 肝 脏 亚 细胞 结构 中 酶 的 比 活力 在 核 中 为 5.2 单位 /毫克 , 在 线 粒 
体 中 一 21 单位 /毫克 , 在 微粒 体 中 一 4.8 单位 /毫克 。 


方法 的 应 用 
这 个 方法 可 用 于 哺乳 类 及 人 体 各 种 组 织 中 丝 所 酸 羟 甲 基 转 移 
酶 活力 的 测定 。 由 于 只 需 5~10 毫 殉 组 织 就 可 用 来 测定 酶 的 活力 ， 
所 以 此 法 可 用 于 临床 以 测定 活体 检查 时 少量 组 织 中 以 及 血液 的 有 
形成 分 中 的 丝氨酸 产 甲 基 转 移 酶 活力 的 测定 。 


尿 及 血清 中 精 氨 酸 含量 的 测定 方法 


JI. II. AxzreKkceeHKO 
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遗传 病 的 病例 (Feralta，1965)。 这 种 病 与 先天 性 的 精 氮 酸 不 足 有 
关 。 在 同型 合子 携带 者 中 进展 尤为 严重 。 由 于 这 种 病 伴 有 大 量 精 
氨 酸 血 症 ， 所 以 可 以 根据 实验 分 析 资 料 进行 诊断 。 用 层 析 法 测定 
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精 氨 酸 需要 很 昂贵 的 设备 ， 或 者 需要 一 系列 繁重 的 操作 《 尿 的 浓 
缩 . 脱 盐 等 等 )。 对 精 氨 酸 专 一 的 颜色 反应 Gakaguchi 反应 或 坂 
口 反应 ) 又 不 能 直接 使 尿 中 的 精 氮 酸 显 色 , 因为 尿素 干扰 有 色 反 应 
产物 的 生成 。 

为 了 测定 尿 中 及 血清 中 精 氮 酸 的 含量 ， 我 们 设计 了 一 个 很 简 
便 的 但 专 一 性 很 高 的 微量 方法 ,不 需要 预先 将 尿 进 行 浓缩 及 脱盐 s 


方法 原理 


将 尿 或 无 蛋白 的 血清 过 滤液 点 到 层 析 纸 上 ， 用 无 水 忌 醇 走 过 
夜 。 此 时 , 精 氨 酸 停留 在 点 样 的 原点 上 ，, 而 尿素 及 三 氧 瑟 酸 被 洗 脱 
掉 了 。 将 样品 用 碱 抽 提 , 并 按 我 们 以 前 所 叙述 的 方法 (包括 使 呈 色 
RY Wz) HAIR Rhy WIL Ti. Amexceenxo, B. H. Opexo- 
Buy, 1971), | 

这 个 方法 适用 于 对 大 量 病 人 进行 高 精 氨 酸 血 症 的 普查 ， 它 只 
需要 极 少 量 的 尿 或 血清 (0.1~0.2 毫升 )。 由 于 正常 尿 中 含 精 氮 酸 
很 少 , 并 且 精 氮 酸 的 含量 与 膳食 无 关 , 所 以 最 初 的 普查 可 以 只 采用 
尿 的 分 析 。 

试剂 及 仪器 

96 儿 乙 醇 ， 应 与 烽 烧 过 的 硫酸 铜 或 氧化 钙 共 者 脱水 后 进行 蒸 
饱 ( 即 制备 无 水 乙醇 一 一 译 者 )。 

1- 蔡 酚 , 用 乙醇 重 结晶 后 制 成 0. AGES 乙醇 溶液 ， 贮 存在 深 
fa LF 
| 次 溴 酸 盐 ， 将 工 毫 升 省 溶 于 250 BF 1NNaOH (i 

WK), 在 冰箱 中 可 存放 工 个 月 。 
20 匈 硫 二 甘 醇 (2, 2'- 二 羟基 二 乙 硫 ) 溶 于 0. 中 NNaO 囊 中 
5N KOH & 0.25N NaOH 洲 液 。 
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精 氨 酸 盐 酸 盐 (化 学 纯 , 分 子 量 310.7); 4.4 SHIT 2 毫升 
水 中 (原始 标准 溶液 )。 

层 析 箱 ， 层 析 纸 ，C@-4 分 光 光 度 计 或 可 以 测量 波长 520 nm 
的 光 密 度 的 PSK 光电 比 色 计 。 

测定 过 程 

在 一 张 长 15 厘米 宽 60 厘米 (宽度 决定 于 层 析 船 的 大 小 ) 的 层 
析 纸 上 , 横向 上 画 出 2x2 厘米 的 小 方块 ( 边 上 留 出 5 厘米 )。 每 个 
方块 的 当中 加 上 0.01 25+ 5N KOH 溶液 ， 不 要 等 到 碱 溶液 蒸发 
干 了 就 在 KOH 所 形成 的 斑点 上 点 上 0.01 毫升 尿 、 无 蛋白 的 血清 
离心 液 或 用 于 作 标 准 曲线 的 精 氨 酸 标准 溶液 。 不 必 将 尿 预先 进行 
处 理 , 但 应 将 血清 中 的 蛋白 质 加 等 体积 10% 三 氯 乙酸 沉淀 后 离心 
除去 。 

在 同一 个 点 上 可 以 点 几 次 竺 分析 的 样品 溶液 , 每 次 点 上 0.01 
毫升 ， 待 第 一 次 所 点 的 样品 干燥 后 再 点 第 二 次 。 然 后 将 层 析 纸 放 
到 层 析 箱 内 固定 于 层 析 船上 , 用 无 水 乙醇 洗 脱 过 夜 。 

将 纸 吹 干 ， 浸 于 0.05%1- 蔡 酚 的 无 水 乙醇 溶液 中 (此 溶液 在 
使 用 前 直接 从 0.2 儿 的 原始 溶液 配制 )。 将 滤纸 再 次 吹 干 至 完全 除 
ELE. 前 下 带 有 样品 的 方块 , 将 它 剪 碎 放 入 试管 中 (最 好 直径 为 
18~20 mm Wine). ADORE ARAM, 因为 用 碱 抽 提 时 会 
把 纸 泡 得 过 上 胀 每 个 试管 中 加 入 3 毫升 碱 液 , 振 葛 后 再 加 入 0.4 & 
升 次 溴 酸 盐 (在 使 用 前 用 0.25NNaOH 将 原始 溶液 稀释 10 倍 配 
制 而 成 ) 立刻 显 出 玫瑰 红色 。 加 入 次 溴 酸 盐 并 加 以 剧烈 振荡 2O~ 
30 分 钟 后 , 将 0.2 毫升 209 Hi HM (0.25N NaOH yk) 加 入 
试 样 中 ; 再 将 试 样 加 以 振 划 ; 在 波长 , 520nm 下 测定 光 密 度 , 以 对 昭 
组 作 空 自 。 对 照 组 是 不 点 有 样品 上 共有 碱 液 的 方块 纸 的 抽 提 液 。 

应 用 标准 曲线 将 520nm 的 光 密 度 值 换算 成 样品 中 精 所 酸 的 
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5 WWE RARAZ Rie HA. Fant RARAY 3.6 毫升 
纵 座 标 一 一 520Dmm 的 光 密 度 ; 横 座 标 一 一 点 于 层 析 纸 上 的 精 氨 酸 量 (DAM ) 


nM 数 ， 再 进一步 计算 出 所 测 的 材料 中 精 氨 酸 的 浓度 。 图 5 中 所 
列 的 标准 曲线 是 用 标准 精 氨 酸 溶液 作 不 同 的 稀释 后 而 制作 的 。 称 
释 范 围 在 27~-165nM 内 (4.7~28.7g/10wD)。 每 个 稀释 度 作 5 
个 平行 测定 。 

建立 这 个 方法 时 应 注意 : 

1. 用 乙醇 洗 脱 层 析 图 谱 时 , 溶 于 无 水 乙醇 中 的 尿素 被 同一 溶 
剂 带 走 , 不 溶解 的 精 氨 酸 仍 被 吸附 在 纸 的 原点 上 。 但 是 , 如 果 样 品 
中 有 三 氯 乙酸 , 由 于 它 能 与 精 氮 酸 形成 盐 类 化 合 物 , MUA CE 
涤 后 在 原点 附近 除了 主要 是 精 所 酸 斑点 外 , 还 形成 第 二 个 斑点 , 它 
也 含有 精 氨 酸 ， 走 在 三 氯 乙酸 之 后 面 。 在 此 条 件 下 三 氯 乙酸 的 下 { 
值 为 0.77， 而 第 二 个 精 氮 酸 斑点 的 人 f 值 为 0.53。 为 了 避免 这 种 
情况 ， 我们 建议 在 点 样 之 前 先 用 5N KOH 将 层 析 纸 上 点 样 处 先 
行 湿润 ， 点 上 0.01 毫升 人 OH 后 ， 就 可 以 陆续 点 上 0.05~0.06 
毫升 甚至 更 多 的 待 测 溶液 ， 但 是 操作 时 应 使 样品 溶液 的 斑点 的 外 
缘 不 超出 碱 的 斑点 的 外 缘 。 按 这 样 操 作 时 , 在 乙醇 洗涤 后 , AR 


60 + 


仍 停留 在 起 点 上 , 并 且 为 致密 的 斑点 , 而 碱 的 斑点 的 外 缘 可 沿 纸 的 
纵 问 被 洗 去 。 

2. 正常 尿 中 除了 极 微量 的 精 氨 酸 外 还 有 较 多 的 其 它 物质 , 也 
能 在 坂 口 反应 时 生成 颜色 , 例如 股 基 乙酸 。 在 用 乙醇 洗涤 一 夜 后 ， 


表 13 不 同 实验 条 件 下 精 氢 酸 含量 测定 结果 的 重复 性 


WARE B (2M /10z1) 
: 、 

171 175+0.9(6) 102 
171 171+0.5(6) 100 
RRA RK 160 154+0.5(5) 96 
110 107+0.5(6) 97 
55 60 (6) 109 
精 氨 酸 溶液 , 2 名 160 © 157+1.0(5) 98 
NLA AAR, 2.5% 110 107+0.3(4) 97 
ee penis a ati ae 55 58 (6) 105 
300 282+0.6(5) 94 
, 300 282+0.6(6) 94 

人 血清 , 精 气 酸 溶液 , 6 多 
TEL AN Se 300 285+0.5(6) 95 
300 285+0.7(5) 95 
300 290+0.7(6) 97 
250 234+0.4(4) 94 
200 190+0.4(5) 95 
RAY RIK 1538 158+0.3(5) 100 
100 103+0.2(5) 103 
50 50 (3) 100 
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ME CRR SARAH, 所 以 不 至 于 干扰 精 氨 酸 的 进一步 测定 ， 

3. 点 样 后 的 滤纸 尽 可 能 不 要 放 在 光亮 处 ， 因 为 在 光照 下 ， 精 
氮 酸 会 被 破坏 。 滤 纸 用 0.05% 1- 蔡 酚 处 理 后 应 立刻 吹 王 , 除去 全 
部 乙醇 , BY RE TE AIR 

表 13 中 引用 了 在 水 溶液 中 及 尿 中 GAD 的 精 氨 酸 以 及 
AlAs Aa UL PORES Da HA CLR DMR 
中 精 氨 酸 测定 结果 的 重复 性 的 资料 。 所 列 资料 用 变 差 统计 (Bapr- 
allHOHHag CTaTHCTHKa) 法 加 以 处 理 ， 是 5~-6 个 平行 试验 的 平均 
值 。 所 测 得 的 精 氨 酸 含量 为 加 入 的 精 氨 酸 量 的 9%5~100 狗 。 

-正常 尿 中 及 健康 人 的 血浆 中 精 氮 酸 的 含量 极 少 。 根 据 Stein 
(1953), Stein 及 Moor (1954) 的 资料 ， 昼 夜 尿 中 (1.5~-2.0 升 ) 
SAR 10~20 毫克 , 而 在 血浆 中 为 每 100 毫升 含 精 氢 酸 1.5 S 
列 。 但 是 在 精 氨 酸 酶 不 足 而 有 先天 性 尿素 形成 缺陷 的 病人 中 ， 灰 
中 精 氨 酸 的 含量 比 正 常人 增高 250~300 倍 , 而 在 血浆 中 比 正 常人 
高 10 倍 。 


生物 体液 及 组 织 中 p 了 ,PNa ,pK- 的 动力 学 研究 
EK. A. KOmatos 


由 于 离子 谱 及 微 电 极 技术 的 发 展 ， 对 生物 体液 及 组 织 中 的 
氢 离 子 ， 钠 离子 ， 钾 离子 及 其 它 离子 的 活 度 的 动力 学 测定 有 了 可 
能 。 

离子 谱 是 借助 于 阳离子 选择 性 电极 ， 直 接地 连续 地 不 破坏 代 
谢 过 程 不 损伤 组 织 地 对 生物 结构 中 的 离子 活 度 进 行 测量 和 自动 记 
录 的 一 种 电位 测量 法 。 

研究 生物 体系 中 的 阳离子 时 , 发 现 离子 谱 比 起 比 色 法 .光度 法 
及 其 它 分 析 法 来 有 一 系列 的 无 法 比拟 的 优越 性 。 它 的 最 大 优点 在 
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于 ; 可 以 在 不 破坏 组 织 的 情况 下 在 体内 或 在 原 位 (in situ) 高 灵敏 
度 地 测量 T+ 及 碱 性 阳离子 人 Na” 的 离子 活 度 。 这 种 方法 的 另 
一 个 重要 优点 是 : 它 能 对 离子 活 度 进行 动力 学 测量 。 连 续 的 测量 
使 有 可 能 对 所 研究 的 过 程 中 的 一 系列 阶段 进行 观察 ， 而 在 不 连续 
的 测量 中 要 做 到 这 一 点 是 不 可 能 的 。 电 极 所 反映 的 并 不 是 阳离子 
的 浓度 而 是 阳离子 的 活 度 ， 这 也 是 这 种 方法 的 一 个 优 点 。 电 极 对 
氧化 还 原 电 势 不 敏 感 ， 电 子 的 传递 及 氧 电 势 不 影 响 它 的 读数 。 介 
质 中 有 蛋白质 存在 也 不 会 对 离子 谱 起 有 害 的 作用 。 

电极 适合 于 在 胶体 系统 中 工作 ， 调 换 方 便 ， 不 需要 定期 的 清 
bi, 具有 足够 的 稳定 性 , 具有 结果 的 重复 性 并 带 有 瞬时 读数 装置 。 


方法 的 原理 及 理论 前 提 


这 个 方法 的 根据 是 : 由 特种 玻璃 制 成 的 电极 上 所 产生 的 电势 ， 
其 数值 的 大 小 与 周围 介质 中 一 定 种 类 的 离子 的 活 度 有 关 。 

目前 已 经 制 成 了 选择 性 地 对 氢 离 子 ， 钠 离子 及 钾 离 子 敏 感 的 
玻璃 , 也 已 研制 出 了 用 于 两 价 阳 离子 及 两 价 阴离子 的 玻璃 。 

由 B. II. Huxompcexnii(1937~1958) 和 他 的 学 生 (B. Tl. Hr- 
KOJbCKHH Hu 机 pD.，1958) 以 及 Duseumau (1964) 所 建立 起 来 的 阳 
离子 选择 性 电极 理论 可 确定 电势 强度 与 离子 活 度 之 间 的 关系 ， 以 
及 使 有 可 能 提出 了 《玻璃 作用 (@yaknra cTeKkzra)》 机 理 , 这 就 建立 
了 研制 新 成 分 的 玻璃 的 前 提 。 玻 璃 电极 的 电势 值 CE) 可 用 下 列 公 
式 表 示 : 


en E, 一 3 In(ay 一 - Kuna x ana) 


a,= (ay + Kua x ana) 


APR, T, Fi 0 为 大 家 所 共同 采用 的 符号 ; 4. 为 玻璃 膜 外 离子 的 活 
度 ; -已 一 一 取决 于 玻璃 成 分 及 电极 内 电介质 活 度 的 标准 电势 ; 当 
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ay+ Kyna=1 Mh, E=E,, 这 个 公式 描述 了 与 Na HY 两 种 离子 的 
活 度 有 关 的 电势 。 玻 璃 的 选择 性 程度 由 天 mxNa 值 决定 , Kaya 值 为 
离子 交换 反应 平衡 常数 ， 它 与 玻璃 成 分 有 关 并 以 在 玻璃 及 平衡 深 
液 中 可 交换 的 离子 键 的 强度 的 差异 为 特征 。 天 ma 一 一 可 按 离 子 
交换 反应 的 质量 作用 定律 计算 。 对 于 氧 玻璃 来 说 六 Haxa 为 10 一 
10-15， 所 以 与 钠 离 子 有 关 的 电势 是 很 小 的 ， 因 此 电极 选择 性 地 对 
氢 离 子 敏 感 。 

描述 对 钠 离 子 或 钾 离 子 敏感 的 电极 的 电势 的 公式 可 以 写成 ; 


RT 
= E, + Fe (CNa 十 KyaxK Xx ax) 


式 中 axas ar 一 一 溶液 中 相应 的 离子 的 活 度 。 当 Kya <1 时 , 电极 
对 Nat 离子 具有 专 一 性 ;而 当 Kyax>l 时 , 电极 对 + 离子 具有 
专 一 性 。 对 钠 离 子 敏 感 的 电极 来 说 已 达到 了 很 高 的 选择 性 一 一 
Kyax 约 为 10-2~1074。 对 钊 离子 敏感 的 电极 具有 较 低 的 选择 性 ， 
Kyax 9 4~10, 这 就 不 能 将 它 用 于 钠 含量 很 高 的 介质 中 。 电 极 函 
数 (3zxekTporaag 中 y8KHHH) 的 斜率 是 以 改变 1 个 PH, pNa*, pK 


单位 时 电势 的 位 移 来 表示 的 。 素 六 的 斜率 在 20°C 58 mV, 


玻璃 电极 的 钠 和 钾 的 功能 (yaKnagD) 与 氢 离 子 浓度 有 关 。 但 
是 ， 这 些 电极 对 氢 离 子 的 实际 敏感 度 只 有 在 极限 值 的 PH 值 平 才 
会 表现 出 来 。 介 质 的 PH 值 在 2~12 时 ， 实 际 上 不 影响 对 钠 离 子 
敏感 的 电极 的 读数 。 所 以 , 用 适当 的 电极 来 测量 生物 体 中 的 PNat, 
pK+ 值 时 , 实际 上 不 需要 对 PH 值 加 以 校正 。 

用 电极 测量 反应 溶液 中 相应 离子 活 度 的 电势 就 是 将 它 与 另 一 
个 电势 值 恒定 的 电极 进行 比较 。 常 用 甘 和 电极 或 氧化 银 电 极 作 为 
参考 电极 , 这 些 参考 电极 都 具有 能 使 自己 维持 恒定 的 电势 的 能 力 。 

在 电极 电路 中 除了 与 离子 的 活 度 有 函数 关系 的 电势 以 外 还 存 
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的 真实 意义 ， 所 以 电极 电路 的 建立 要 考虑 到 所 有 存在 于 电路 中 的 
外 来 电势 的 最 大 可 能 的 稳定 作用 , 这 些 外 来 电势 是 液体 电势 、 扩 散 
电势 、 不 对 称 电势 。 为 了 达到 这 一 目的 应 在 外 部 参考 电极 上 引入 
一 根 直径 为 1~5 毫米 的 , 装 有 用 林 格 尔 (Paarep) 溶 液 配 制 的 琢 脂 
的 聚 乙烯 管子 。 

在 不 可 能 排除 旁 路 电势 的 影响 时 〈 例 如 在 测量 PH，PNa+ 或 
PK+ 的 真实 值 时 脑 组 织 的 生物 电 活 动 的 电势 的 影响 ) 就 必须 控制 
这 些 电势 的 漂移 。 为 此 , 可 采用 一 对 附加 电极 , 在 这 对 电极 中 不 用 
阳离子 选择 电极 而 采用 外 部 参考 电极 。 

阳离子 选择 电极 的 读数 与 温度 有 关 。 因 此 使 待 测 底 物 的 温度 
保持 稳定 是 很 重要 的 。 有 可 能 的 话 应 对 温度 加 以 校正 。 这 种 校正 
已 设计 在 p 也 计 的 线路 中 。 如 果 在 仪器 中 设 有 所 用 电极 的 等 电势 
点 的 座 标的 话 ， 那 么 温度 的 补偿 是 可 能 的 。 但 是 与 温度 的 改变 有 
关 的 测量 误差 是 很 小 的 , 平均 为 每 1°C'0.5~O0.TmV, BNA TC 还 
ANB) 0.01PH, HF Portnoy 等 (1963) 的 资料 ， 与 血 流 的 改变 有 
关 的 温度 变化 不 超过 0.5"C， 所 以 对 阳离子 选择 电极 的 读数 没有 
实质 性 的 影响 。 


B & 


Ay EOFS RIA T SAP HR, Ue FA —- ih ee Ra 
于 实验 的 性 质 。 球 形 电极 及 膜 电极 用 于 测量 组 织 或 器 官 表 面 以 及 
液体 中 的 离子 活 度 。 流 动 电极 常用 于 测量 流动 的 液体 如 血液 中 离 
子 的 活 度 。 矛 形 电极 用 于 组 织 内 宛 子 活 度 的 测量 。 

电极 的 外 壳 是 由 高 欧姆 玻璃 (具有 高 欧姆 电阻 的 玻璃 ) 制 成 。 
外 竞 上 涂 有 一 层 用 选择 性 玻璃 制 成 的 玻璃 膜 。 电 极 内 部 装 有 标准 
电解 质 溶液 . 装 有 电解 质 Ag/Ag-C1 的 电极 作为 内 部 参考 电极 ; 电 

着 六 、 


极 外 部 加 以 密封 。 电 极 的 电阻 不 应 低 于 108 欧 姆 。 电 极 内 电解 质 
的 离子 活 度 应 保持 稳定 。 用 这 些 电极 所 测 得 的 电势 只 与 电极 周围 
的 介质 的 离子 活 度 有 关 。 

玻 璃 电极 在 使 用 前 应 放 在 与 电极 内 电解 质 相 同 的 溶液 中 浸泡 
一 及 夜 ， 如 PH- 电 极 浸 于 0.1NHCL 中 ，PNa+- 电 极 浸 于 -0.1N 
NaCl 中 。 这 样 做 是 为 了 使 玻璃 的 专 一 性 作用 稳定 , 使 它 的 选择 性 
程度 提高 ， 也 可 使 不 对 称 电势 稳定 。 不 对 称 电势 发 生 于 玻璃 膜 的 
表面 , 它 是 由 于 电极 的 内 表面 与 外 表面 的 不 同 曲率 半径 所 引起 的 。 
当 电 极 浸 于 与 电极 内 相同 的 溶液 中 时 可 以 测定 不 对 称 电 势 的 大 
小 。 在 实验 间歇 中 , 或 者 将 电极 保存 在 这 样 的 溶液 中 , 或 者 保存 在 
这 种 溶液 的 蒸气 中 。 

为 了 动态 的 测量 少量 液体 中 或 组 织 表面 的 离子 活 度 ， 可 以 采 
用 膜 电 极 。 这 种 电极 的 制作 包括 玫 个 步 又 : (1) 将 直径 为 3mm 的 高 
电阻 玻璃 BA-1 制 成 的 玻璃 毛细 管 截 成 长 为 4-6 厘 米 的 小 段 ;(2) 
将 毛细 管 一 端的 横 截 面 磨 光 ， 将 另 一 端 在 火焰 上 烧 熔 后 把 内 径 扩 
大 ; (3) 用 阳离子 选择 性 玻璃 吹 成 一 个 薄 壁 的 球 ; (4) 将 毛细 管 的 麻 
光 的 一 端 烧 热 , 割 下 选择 性 膜 小 球 ， 把 它 接 到 毛细 管 上 ， 同 时 把 它 
做 成 平底 状 ; (5) 用 一 根 小 吸 量 管 将 电解 质 装 满 电 极 ， 表 面 涂 上 一 
层 凡 士 林 以 防止 电解 质 燕 发 ， 以 装 于 电极 内 的 电解 质 中 的 氯 化 银 
丝 作为 内 部 参考 电极 。 将 电极 浸泡 于 与 电极 内 相同 的 电解 质 中 。 
再 根据 电极 函数 的 斜率 .读数 的 稳定 性 和 重复 性 进行 选择 。 

近年 来 阳离子 选择 性 微 电 极 在 生物 学 及 生理 学 研究 中 已 广 为 
普及 。 这 种 电极 对 于 测量 活 组 织 中 甚至 离 体 细胞 的 细胞 质 中 的 阳 
离子 活 度 特别 方便 。Caldwell (1954，1958) 首 先 将 这 种 电极 做 成 
pH- 微 电极 的 形式 。 从 此 以 后 便 制造 出 了 各 种 选择 性 微 电 极 结构 。 
在 这 些微 电极 的 结构 中 感受 端的 直径 大 大 缩小 一 一 从 150wm 缩 
小 到 50~30 wm 甚至 缩小 到 1~2Hwm。 
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离子 活 度 的 电势 测定 的 微 电 极 法 


测量 P 互 及 其 它 离 子 的 电势 的 微 电 极 法 的 优点 是 : 选择 性 的 
微 电 极 可 以 尽 可 能 的 在 生理 条 件 下 局 部 地 研究 处 于 动态 中 的 离子 
活 度 , 而 对 生物 组 织 无 实质 性 的 损伤 , 还 能 同时 测量 其 它 指标 。 

为 了 进行 稳定 的 测定 ，P 于 微 电 极 的 一 端 应 该 有 面积 恒定 的 
感受 表面 ， 它 的 电阻 应 低 于 电极 其 它 部 分 的 电阻 。 为 了 防止 分 路 
电势 ， 微 电极 的 尖端 应 该 封 住 。 微 电极 结构 上 的 差异 主要 是 在 于 
电极 的 非 感受 部 分 的 绝缘 方式 不 同 。 但 是 ， 如 果 说 在 制作 极 小 的 


感受 尖端 (1 一 2Kwm) 的 选择 性 电极 方 
面 已 取得 一 定 成 就 的 话 ， 那 么 在 制作 
可 靠 而 又 简单 的 绝缘 方面 还 未 获 成 
功 。 

我 们 所 制作 的 PH，PNa- 及 了 PK- 
微 电 极 〈 图 6 ) 是 一 个 带 有 直径 为 5~~ 
50 Am 的 尖 头 的 ， 长 度 为 10~15 Am 
的 感受 部 分 的 微量 吸 量 管 。 除 了 余 
端 外 ， 全 部 选择 性 微量 吸 量 管 采用 
Khuri 等 《1967) 的 改良 法 加 以 绝缘 。 
制作 微 电 极 的 方法 如 下 : 用 阳离子 选 
择 性 玻璃 的 毛细 管 拉 成 一 根 微量 吸 量 
管 ， 将 它 的 未 端 放 入 适当 的 电解 质 中 
以 便 使 电解 质 溶液 进入 微量 吸 量 管 
中 , 然后 将 微量 吸 量 管 的 尖端 封闭 , 电 
极 中 多 余部 分 的 电解 质 液 柱 在 9oH6- 
pron 型 微 形 烽 炉 上 把 它 挨 近 电炉 丝 而 
蒸发 掉 。 从 微量 吸 量 管 钝 头 一 端 用 注 
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图 6 阳离子 选择 性 电极 的 
结构 

a 一 一 感受 尖端 ; b 一 一 电极 

内 电解 质 ; 一 一 用 阳离子 选 

择 性 玻璃 制 成 的 微量 吸管 ;qd 

由 硼 硅 酸 玻璃 制 成 的 微 

BRE; e 一 一 云 忆 素 到 二 


Ag/AgCl 电 极 ;g 一 一 凡士林 
: 上 7 。 


射 器 注入 凡士林 ， 然 后 沿 吸 量 管 未 端 在 烧 热 的 电炉 丝 上 来 回 移动 
使 在 电解 质 表 面 上 形成 紧密 的 油膜 。 然 后 ， 着 手 安 装 内 部 的 更 为 
细小 的 硼 硅 酸 玻 璃 微 电 极 〈 微 电极 先 用 同样 电解 质 灌 满 )。 在 显 
微 镜 下 通过 移动 硼 硅 酸 玻璃 微量 吸 量 管 通过 凡士林 层 直 至 它 的 开 
口 的 末端 浸入 电解 质 液 柱 中 。 带 有 钝 末端 的 两 个 吸 量 管 都 用 融化 
的 云 杉 素 将 它们 彼此 固定 住 。 因 此 ， 电 极 的 工作 部 分 是 从 内 部 与 
电解 质 液 柱 相 接触 的 表面 ， 而 电势 的 消除 是 靠 内 部 的 硼 硅 酸 玻璃 
微量 吸 量 管 来 实现 的 。 凡 士 林 层 使 微 电 极 的 非 工 作 表面 获得 可 靠 
的 绝缘 。 将 制作 好 的 微 电 极 在 适当 的 电解 质 溶液 中 泡 二 昼夜 ， 然 
后 贮存 于 此 电解 质 中 。 可 用 缓冲 液 来 选择 并 校正 电极 。 假 如 电极 
函数 的 曲率 为 每 单位 PH, pNa*, pK*(20°CHY) 58~56mV, WE 
每 小 时 不 超过 0.02PH 的 话 , 这 个 电极 就 是 合格 的 。 
用 氧化 银 电 极 作 阳 离子 选择 性 微 电 极 的 内 部 参考 电极 。 将 电 
极 对 播 入 生物 组 织 ( 如 脑 组 织 ) 使 其 阳离子 选择 性 微 电 极 的 尖端 位 
组 织 中 , 而 琼脂 电解 质 开 关 位 于 距 微 电 极 不 远 的 组 织 表面 士 5 将 
旁 路 电势 与 反映 离子 活 度 变 化 的 电势 一 起 加 以 调节 。 为 了 测量 
pH, pNa*, pK* 的 真实 值 ， 必 须 控 制 旁 路 电势 的 漂移 。 为 了 达到 
这 一 目的 , 应 采用 与 PH 计 的 输入 相 联 的 电极 对 , 在 电极 对 中 用 而 
硅 酸 玻璃 微 电 极 代替 阳离子 选择 性 微 电 极 。 用 于 记录 对 照 电势 的 
电极 对 的 布置 一 般 与 测量 脑 组 织 PH 的 电极 的 布置 相似 
旁 路 电势 漂移 的 控制 可 以 通过 同步 地 或 相继 地 测量 离子 活 度 
来 实现 。 第 一 个 方法 更 为 方便 ， 因 为 在 这 种 情况 下 可 以 得 到 自动 
的 校正 ， 即 在 事先 更 换 一 个 电极 并 从 测定 对 照 电 势 及 离子 活 度 的 
P 玉 计 的 输出 端 把 信号 传送 到 记录 仪 的 输入 端的 情况 下 , 旁 路 电势 
就 可 以 得 到 自动 校正 。 由 于 某 种 原因 不 便于 同步 记录 时 ， 也 可 以 
在 与 测量 PH, pNa*, pK* 相同 的 实验 条 件 下 , 在 另 一 个 单独 的 实 
验 中 测量 对 照 电 势 。 如 果 这 时 发 现 有 对 照 电势 变动 的 话 ， 就 应 当 
4 §8 : 


将 它 从 PH, PNa ,PK-” 值 中 减 去 。 

可 以 用 JIIIY-01 型 ?也 FP vey PH 的 动力 学 测定 。 可 在 这 种 
P 于 ' 计 的 线路 中 作 一 些 改变 ， 使 它 在 生理 P 也 范围 内 把 标 太 放大， 
使 标尺 上 的 一 个 刻度 相当 于 0.01 pH, ERR TIKI Kt PH 进行 动 
力学 测定 和 对 生物 介质 及 生物 组 织 中 的 其 它 离 子 的 活 度 进行 测 
定 , 其 正确 性 可 达到 小 数 点 后 两 位 。 

在 生物 化 学 研究 领域 内 对 生物 介质 的 再, Nat & KY 
活 度 进行 动力 学 测量 可 用 来 解决 一 系列 的 问题 ， 这 些 问 题 包 括 少 
量 蛋 白质 溶液 的 滴定 , 茶 些 酶 活力 的 测定 (乙酰 胆 碱 脂 酶 等 ) 线 粒 
体 及 其 它 细 胞 内 结构 的 悬浮 液 中 离子 过 程 的 研究 。 


糖 原 磷酸 化 酶 活力 的 测定 


E. B. Pamenerun 


糖 原 磷 酸化 酶 (1 4-D-a- 葡 聚 糖 : 正 磷 酸 -a- 葡 萄 糖 背 转移 酶 
GEC2.4.1.1) 按 下 式 催化 糖 原 的 磷酸 化 : 

(Aili 46d PH) n + H; PO, (Fi 2d BE) a1 + 7 2d BE -1 BE 
磷酸 化 反应 是 可 逆 的 。 但 是 在 体内 糖 原 磷 酸化 酶 只 催化 糖 原 的 分 
解 , 因为 形成 的 葡 区 糖 -1- 磷 酸 由 于 不 断 地 进入 糖 解 酶 类 的 作用 圈 
而 从 反应 液 中 消失 。 

可 用 不 同 的 方法 测定 糖 原 磷酸 化 酶 的 活力 。 根 据 无 机 磷酸 与 
7a 4d HH -1- BERR p Kay fal Wy PH Yh eC Meron pH cratupopauna) 
可 以 用 来 研究 从 无 机 磷 到 葡萄 糖 -1- 磷 酸 的 转变 , 也 可 用 来 研究 它 
的 逆反 应 《Pajlter，Lukton，1973)。 这 个 方法 对 测定 高 浓度 的 纯 
酶 特别 适用 。 

糖 原 磷 酸化 酶 活力 测定 法 是 根据 磷酸 葡萄 糖 变 位 酶 及 葡 葡 
糖 -6- 磷 酸 脱 氢 酶 两 个 酶 同时 存在 下 对 糖 原 磷酸 化 直接 反应 速度 
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的 测量 (Helmreich，Cori，1964)。 第 一 个 酶 催化 葡萄 糖 -1-= 磷 酸 
到 和 葡萄糖-6- 磷 酸 的 异 构 化 作用 ， 第 二 个 酶 参与 有 NADP 存在 下 
的 底 物 的 氧化 作用 ，NADP 转变 成 还 原型 NADP-H, NADP-H 
的 量 可 用 分 光 光 度 法 测定 。 

但 是 大 多 数 测定 糖 原 磷 酸化 酶 的 方法 是 利用 了 它 的 可 闭 反 
应 一 一 在 此 酶 作用 下 合成 糖 原 。 经 典 的 Cori 法 (Illingworth， 
Cori，1953) 束 属于 这 一 类 。 这 个 方法 为 下 面 要 叙述 的 方法 芮 定 了 
基础 。 已 有 人 提出 了 Cori 法 的 改良 法 。 在 改良 法 中 , 当 有 高 浓度 
简 萄 糖 -1- 磷 酸 存在 时 酶 促 反 应 遵守 动力 学 的 零 级 反应 (Hedrick， 
Fischer，1965)。 以 后 ， 又 研制 出 了 这 个 方法 的 自动 化 测定 方案 
(CHaschke，Heilmeyer，1972)。 也 可 用 差 示 偏 振 光 谱 法 测定 磷 


酸 解 酶 的 活力 Mason，Fasella，1971)。 下 面 所 述 的 测定 糖 原 磷 


酸化 酶 活力 的 方法 是 以 标记 2C- 葡萄糖 -1- 磷 酸 中 的 2C- 葡 萄 粮 
挨 入 糖 原 中 的 作用 为 基础 的 (Wang，Esmann，1972)。 用 乙醇 沉 
ie BE UL, 在 滤纸 上 过 滤 分 离 , 然后 测量 其 放射 性 强度 。 


方法 原理 


在 Cori 法 中 测定 的 是 糖 原由 于 磷酸 化 反应 而 释放 出 来 的 无 
机 磷 。 这 个 方法 既 可 用 于 滴定 酶 的 活性 型 (磷酸 化 酶 a), 也 可 用 于 
测定 酶 的 无 活性 型 《磷酸 化 酶 b)。 酶 的 无 活性 型 具有 在 反应 混合 
液 中 加 入 5-AMPE 时 才能 表现 出 催化 作用 。 将 糖 原 、 葡 萄 糖 -1- 磷 
酸 〈 如 果 是 测定 磷酸 化 酶 b 时 还 要 加 AMP) 加 于 含有 酶 的 反应 液 
中 ( 酶 深 于 磷酸 缓冲 液 )。 经 过 一 定时 间 后 取样 用 Fiske-Subbarow 
法 测定 其 中 的 无 机 磷 含 量 (Yw6pegr HE mp.，1951) 释 放出 来 的 无 机 
磷 在 强酸 存在 下 与 钼 酸 匀 形 成 黄色 的 盐 CN.) 3H, (PM, 07).)., 
磷 钼 酸 匀 进 一 步 在 氨基 蔡 酚 磺 酸 钠 〈1- 氮 基 -2- 蔡 酚 磺 酸 钠 盐 ) 存 
在 下 被 还 原 至 亮 蓝 色 产 物 , 后 者 的 浓度 可 用 分 光 光 度 法 测定 。 
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试剂 和 仪器 


500 毫升 40m 2- 磷 酸 甘 油 -30mM 半 胱 氨 酸 溶液 (PH6.0 
或 6.8)。 

5 毫升 4 多 糖 原 溶 液 。 

5 Ft 64 mM 葡萄 糖 -1- 磷 酸 溶液 ， 酸 化 至 PH6.0 或 6.8。 
用 于 测定 磷酸 化 酶 b 的 活力 时 ， 此 溶液 中 还 应 加 入 4mMAMP, 1 
Ft 0.0735 N H,SO, 溶液 。 

200 Ft 2.5% FARRER 5 NHSO, KORA REE 56 A 
7k, 然后 加 入 适量 的 浓 硫 酸 。 

0. 站 多 氨基 茶 酚 磺 酸 钠 溶液 《〈 溶 于 含有 0.625% Na,SO, 的 
14.6% NaHSO; 中 )。 将 0.5 克 化 学 纯 氨 基 蔡 酚 磺 酸 钠 深 于 195 
毫升 化 学 纯 .15% NaHSOs 中 ， 然 后 加 入 5 毫升 25% Na,SO, 溶 
WM. WMT REA, AFH Ab, 

下 面 推荐 一 个 纯化 强 显 色 剂 氨基 蔡 酚 磺 酸 钠 的 方法 : 将 15 克 
氨基 苯酚 磺 酸 钠 溶 解 于 1 升水 中 加 热 至 90C， 加 入 150 克 
NaHSO; 及 10 克 Na,SO;, 将 溶液 冷却 后 过 滤 。 滤 液 中 加 入 10 毫 
升 浓 HCL, 生成 的 沉淀 离心 分 离 ， 并 用 水 洗涤 然后 再 用 乙醇 洗涤 ， 
TERRA CAD) 烘 干 。 将 烘 干 至 乙醇 气味 消失 的 制剂 贮存 于 暗 
处 。 

” 带 有 玻璃 电极 的 电位 计 , 超级 恒温 水 洽 ， 分 光 光 度 计 ( 如 CO- 
4A) BOGE EIT, AX BBL (8000~10000 转 / 分 钟 ， 可 达到 
60008), 


测定 过 程 


在 0.4 毫升 酶 溶液 ( 溶 于 含有 40mzM2- 磷 酸 甘 油 及 30mM 半 
胱 氨 酸 的 缓冲 液 中 , PH 6.0 或 6.8) 中 加 入 0.2 毫升 4 多 糖 原 溶 液 ， 
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30°C {Rik 2~3 分 钟 。 同 时 在 同一 个 恒温 水 浴 中 将 葡萄 糖 -1- 磷 酸 
或 含 AMP 的 葡萄 糖 -1- 磷 酸 溶液 加 热 。 在 试 样 中 加 入 0.2 毫 升 
葡萄 糖 -1- 磷 酸 或 0.2 毫升 含 AME 的 葡萄 糖 -1- 磷 酸 ， 使 反应 IF 
始 。 反 应 混合 液 成 分 的 最 终 浓度 为 :15 mM eR, 20mM 2-BE 
酸 甘 油 ,1% 糖 原 ,16mM 葡萄 糖 -1- 磷 酸 , 1mM AME。 每 隔 5 10, 
15 分 钟 从 反应 混合 液 中 取出 0.2 毫升 试 样 并 用 Fiske-Subbarow 
法 测定 无 机 磷 含 量 (YM6petr H zap.,1951)。 为 此 , 将 0.2 毫 升 试 
样 与 3.8 毫升 0.0735 N H,SO, 相 混合 使 其 酸化 以 终止 酶 反应 。 将 
样品 迅即 转移 到 冰 浴 中 ， 加 0.8 毫升 钼 酸 铵 溶液 ， 人 和 仔细 搅拌 并 在 
37'C 保 温 5 分 钟 , 酸 的 最 终 浓 度 必 须 接 近 于 IN, 将 反应 液 重新 冷 
AN, 在 波长 720nm, 1 厘米 的 光 径 的 比 色 杯 中 进行 比 色 测 定 。 当 酶 
的 浓度 选择 得 当时 ， 测 得 的 光 密 度 值 不 会 超出 仪器 标 斥 工作 区 域 
的 范围 ,并且 在 光 密 度 一 一 保温 时 间 图 中 构成 一 条 直线 。 


标准 曲线 的 制作 


测定 糖 原 磷酸 化 酶 制剂 的 比 活力 时 必须 测定 转变 成 无 机 和 磷 
4Ei 的 葡萄 糖 -1- 磷 酸 的 量 。 为 此 , 预先 准备 已 知 浓度 的 无 机 磷 深 
液 并 作 一 系列 的 稀释 。 由 氨基 蔡 酚 磺 酸 钠 氧 化 而 形成 的 有 色 产 物 
溶液 的 光 密 度 应 当 落 在 测量 仪器 的 标尺 工作 范围 以 内 。 

将 5.7 毫克 NaHPO4.12H2O 溶 于 5 毫升 水 中 , 这 一 重量 相当 
于 5.95 毫克 磷 , BY 15 上 wM 的 葡萄 糖 -1- 磷 酸 二 钾 盐 (CeHiiOSEK> 
2H2O)。 制 备 磷 含 量 比 上 述 <《 试 剂 ? 一 节 中 所 说 的 64mm 太 的 原始 葡 
萄 糖 -1- 磷 酸 溶液 要 稀 20 倍 的 溶液 。 将 所 得 溶液 黎 释 1.5, 2, 2.5, 
5,10 倍 。 从 制备 好 的 已 经 稀释 的 磷酸 钠 中 各 取样 0.2 ZF, 与 0.6 
毫升 水 相 混合 ” 再 取出 0.2 毫升 样品 按 < 测 定 过 程 > 一 节 所 述 操作 
用 Fiske-Subbarow 法 测定 磷 含 量 ， 制 作 光 密度 下 rzomm- 反 应 液 中 
磷 浓 度 的 标准 曲线 (图 77。 
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a GRE: PTE RO RIE 


AT 定 磷 标准 曲线 。 当 葡萄 糖 -1- 磷 酸 100 多 分 解 时 ， 
反应 液 中 有 103 ng 的 磷 
纵 座 标 一 一 波长 720 nm 的 光 密 度 ; 横 座 标 一 一 样品 中 的 磷 含 量 (微克 ) 


糖 原 磷 酸化 酶 活力 的 表示 法 


在 上 述 条 件 下 在 很 宽 的 黎 释 范围 内 反应 的 速度 都 与 酶 浓度 成 
正比 。 


ae com 


式 中 太一 一 一 级 反应 的 速度 常数 , FC UR 5} BP; Xe 一 一 在 达到 
平衡 时 转变 成 无 机 磷 及 多 糖 的 葡萄 糖 -1- 磷 酸 的 百分数 , 以 加 入 反 
应 混合 液 中 的 0.2 毫升 64 mm 性 的 葡萄 糖 -1- 磷 酸 (103 Poe) 的 磷 
量 作为 100%; X——HY ia] t (分 钟 ) 内 被 转变 的 底 物 的 百分数 ; 
Ae 一 一 与 介质 的 pH BX, 在 上 述 条 件 下 并 在 PH6.8 时 Xe=78， 
在 pH6.0 时 ,Ae=86。 7E PH W 6.8 时 ,反应 速度 达到 最 大 值 , 在 
P 也 6.0 时 反应 速度 要 低 30% , 

我 们 引用 测定 免 骨骼 肌 磷 酸化 酶 b 制剂 的 比 活力 的 资料 :在 
p 也 6.0 时 ,保温 10 分 钟 后 , 反应 混合 液 的 了 > 达到 0.790。 所 以 
COLI 7) 酶 已 将 3.9 儿 的 葡萄 糖 -1- 磷 酸 转变 成 了 无 机 磷 。 计 算 : 
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ae 
k= 7918 363.9 


WT Fit BL Rk FEL 1000 就 得 到 反应 液 中 糖 原 磷 酸化 酶 活力 
单位 的 总 值 , 0.0021 x 1000=2.1 单 位。 为 了 计算 所 分 析 的 工 毫 升 
的 溶液 中 酶 的 活力 单位 数 ， 应 将 此 结果 乘 以 10。 由 于 在 我 们 的 实 
验 中 酶 的 原始 溶液 已 经 稀释 了 400 倍 ， 所 以 在 酶 的 原始 溶液 中 糖 
原 磷 酸化 酶 的 活力 应 为 8400 单位 /毫升 。 为 了 计算 酶 的 比 活 力 ， 
用 一 般 滑 用 的 方法 测定 原始 溶液 中 的 蛋白 质 浓度 ， 并 将 每 毫升 中 
酶 的 单位 数 除 以 蛋白 质 浓 度 ( 训 克 / 毫升 )。 我 们 所 用 的 蛋白 质 浓 度 
是 每 毫升 7 毫克 , 所 以 ， 糖 原 磷 酸化 酶 制剂 的 比 活力 为 8400 二 7 了 = 
1200 单位 / 训 克 。 在 不 是 最 适 P 卫 值 (P 瓦 6.0) 的 情况 下 ,给 以 30% 
的 校正 值 ， 于 是 得 到 的 将 是 1560 单位 /毫克 ， 而 不 是 1200 单位 / 
毫克 。 在 P 了 再 6.8 时 测 得 的 免 骨 骼 肌 结 晶 磷 酸化 酶 3 及 P 的 比 活 
力 各 为 2200 及 1600 8 fi, / 3 iE A ee Hedrick, Fischer,1965), 

测定 组 织 或 细胞 的 提取 液 中 以 及 未 经 纯化 的 制剂 中 糖 原 磷酸 
化 酶 的 活力 时 , 要 对 Cori 的 方法 作 如 下 的 修改 。 为 了 将 磷酸 葡萄 
糖 变 位 酶 及 磷酸 酶 的 作用 降 到 最 低 ， 将 反应 混合 液 酸 化 到 了 也 
6.0~6.3, 并 再 加 入 NaF BARE A 10MM, jp EDTA 3 0.5 
mM, 加 冷 的 三 氯 乙酸 (不 是 加 无 机 酸 ) 至 最 终 浓度 5 多 ， 以 停止 反 
应 。 离 心 除去 沉淀 出 来 的 蛋白 质 。 用 上 述 方法 测定 上 清 液 中 的 无 
机 磷 。 


=0.11g1.05=0.0021 分 钟 -: 


用 葡 聚 糖 凝 胶 ($ephadex) 亲 和 层 析 从 人 体 及 动物 
组 织 中 分 离 酸性 c- 葡 萄 糖苷 酶 (7- 淀 粉 酶 ) 的 方法 


几 ，M. BexeHPKH 苹 


酸性 x- 葡 萄 糖苷 酶 (7- 淀 粉 酶 ， EL3.2.1.3) 催 化 麦芽 糖 、 蜡 
。 O4- 


Be HF ht HRY RI ABBR REE KY a1, 人 及 
a-1, 6- 糖 苷 键 的 水 解 。 由 酸性 78 ed BEY ERY 
唯一 低 分 子 产 物 是 葡萄 糖 。 葡 萄 糖 是 从 误 糖 及 多 糖分 子 的 非 还 原 
端 被 分 解 下 来 的 。 位 于 溶 酶 体 中 的 酸性 -葡萄 糖苷 酶 是 这 些 细 
胞 器 中 能 将 糖 原 完 全 分 解 的 唯一 的 一 个 酶 。 酸 性 -葡萄 糖苷 酶 
不 足 会 导致 严重 的 遗传 病 一 一 开 型 糖 原 过 多 症 或 上 ompe KK jr 
(Hers, 1963), 这 种 疾病 的 特征 是 在 人 的 肝脏 .心脏 及 骨骼 肌 细 胞 
中 糖 原 的 积累 。 应 用 从 动物 组 织 ， 特 别 是 从 人 的 组 织 中 分 离 出 来 
的 高 度 纯化 的 酸性 <- 和 葡萄 糖苷 酶 ， 可 能 是 治疗 糖 原 过 多 症 的 有 效 
方法 。 


酸性 a- 葡 萄 糖 音 酶 活力 的 测定 
ai 葡萄 糖 音 酶 所 催化 的 反应 按 下 列 反应 式 进行 . 
Ch eee eee 


通常 以 麦芽 糖 (麦芽 糖 酶 活力 ) 或 以 糖 原 ( 葡 萄 糖 淀粉 酶 活力 ) 
为 拭 物 测定 酸性 %- 和 葡萄 糖 背 酶 的 活力 。 测 定 酸性 Fa ad EE 
必需 要 下 列 试剂 : 经 碳 - 硅 洛 土 (charcoal-celit) 柱 纯化 后 的 麦芽 
糖 (Whistler, Durso, 1950) RAG AAR Hl dE, PE, 0.1 
M 2,0 th yk (pH 4.8), 0.3 N NaOH HR, 5% ZnSO,-7H,O 深 
We, 葡萄糖 氧化 酶 试剂 ( 见 H.C. Jlykomcxaa, 116 页 )。 

根据 麦芽 糖 及 (或 ) 糖 原 在 PH 4.8 下 形成 葡萄 糖 的 速度 来 测 
定 酸性 a- 葡 萄 糖苷 酶 的 活力 。 在 1 毫升 保温 液 中 含有 : 0.3 毫升 
EW, 2 毫克 麦芽 糖 或 10 毫 克 糖 原 , 100MM 乙酸 缓冲 液 (P 瑟 4.8)。 
与 麦芽 糖 保 温 的 时 间 为 10~30 分 钟 (37"C)， 与 糖 原 则 为 30~60 
分 钟 。 反 应 结束 后 , 将 0.1 毫升 保温 液 取 出 放 到 含有 1.1 毫升 水 ， 
0.4 F+ 0.3N NaOH, 0.4 €F} 5% ZnSO,-7H,O0 的 离心 管 中 , 混 
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合 物 离心 后 ， 用 葡萄 糖 氧化 酶 测定 工 毫 升 离心 液 中 的 葡萄 糖 含量 
(HM. C. JIlykomcxan, B. K. TopomeuKxui, 1961), 

能 在 1 分 钟 内 催化 1 KM 麦芽 糖分 解 的 酶 量 定 为 酸性 a- 葡 萄 
糖 音 酶 的 一 个 麦芽 糖 酶 活力 单位 。 酸 性 x- 葡 萄 糖苷 酶 的 比 活力 
以 每 毫 死 蛋 白质 所 含 的 麦芽 糖 酶 活力 单位 数 来 表示 。 


从 人 肝脏 纯化 酸性 -葡萄 糖 音 酶 


酸性 a- 葡 萄 糖苷 酶 的 纯化 法 是 建立 在 这 个 酶 具有 水 解 多 糖 
CAFE) PAY a-1l 6- 糖 背 键 的 能 力 的 基础 上 的 (E. JPosesr 
exp 工 HIPp.，1959)。 因 为 经 ephadex ERIE, Bete a- 葡 萄 
糖 背 酶 根据 其 自身 的 分 子 量 较 小 不 能 被 洗 脱 下 来 , 而 与 Sephadex 
ERE MBSA Dit Sai Re ERG A (Bruni et al., 
1969)。 将 所 有 的 蛋白 质 都 洗 脱 掉 后 , 加 入 酶 的 竞争 性 抑制 剂 甲 基 - 
a-D- 吡 喃 葡萄 糖苷 使 结合 在 Sephadex 上 的 酸性 葡萄 糖 背 酶 释放 
出 来 。 甲 基 -a-D- 吡 喃 葡萄 糖苷 可 使 -= 葡萄糖 背 酶 以 较 小 的 洗 
脱 体积 而 被 很 快 地 从 柱 上 洗 脱 下 来 《下 M. Bemenpxui, E. JI. 
PoseHmemby, 1971), . 


5) 3% 5 th te 


将 死亡 后 8~12 DNA RA AEF 20°C, ARAL 
BRE, 在 2.5 倍 体积 冷却 到 SCH BRA PAR 5 Bt (溶液 A 含 
有 25mMNaCl 1mMEDTA, 并 用 1NNaOH 调 至 PH6.7, 在 


冷 室 进行 酶 的 提取 〈16 一 20 小 时 )。 将 匀 浆 在 冷冻 离心 机 中 离心 
60 分 钟 ，28000 g。 
Hi BE FR Tt iz 
在 所 得 提取 液 中 于 4"C PF 1S HULA BE ah Wi RR ERE OO.T Hf 
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和 度 ( 按 每 100 EF HEM MRE 44 HH). RP RK, 
冷冻 离心 (28000 g, 40 分 钟 ) 收 集 沉 淀 。 将 沉淀 悬浮 于 最 小 体积 的 
冷 溶 液 A 中 , 先 对 蒸 饮 水 透析 ， 然 后 对 溶液 A LTA, BBS 
除去 痕 量 的 硫 铵 及 葡萄 糖 时 为 止 。 可 根据 人 条 氏 试剂 及 葡萄 糖 氧 化 
酶 试剂 的 负 反 应 来 分 别 判断 透析 后 的 酶 制剂 中 有 无 硫 铵 及 葡萄 糖 
存在 。 


浓 ” 缩 


冷冻 离心 (28000g，60 分 钟 ) 除去 透析 后 出 现 的 蛋白 质 沉 淀 。 
将 上 清 液 在 回旋 蒸发 器 中 于 20~22"C 进 行 浓缩 。 将 浓缩 后 的 酶 液 
重新 对 溶液 A 进行 透析 ， 并 离心 除去 形成 的 沉淀 。 浓 缩 后 酶 液 的 
体积 不 应 超过 层 析 柱 中 Sephadex BER AR 5~6% , 


Sephadex G-150 柱 层 析 


将 浓缩 的 酶 液 上 Sephadex G-150 柱 ， 柱 子 预先 用 溶液 A 进 
行 平 衡 。& 柱 子 的 大 小 取决 于 原始 物质 数量 的 多 少 。 

例如 , 从 3 公斤 肝脏 分 离 酸性 -葡萄 糖苷 酶 时 采用 6.8x100 
厘米 的 柱子 , 总 体积 为 3.6 升 。 

用 溶液 A 进行 洗 脱 ， 洗 脱 的 速度 为 每 小 时 20~30 EF}, 每 一 
收集 组 分 的 体积 为 7 一 10 毫升 , 按 280nm 的 吸收 测定 各 组 分 中 蛋 
白质 的 深度。 测定 各 组 分 中 麦芽 糖 酶 活力 。 等 到 蛋白 质 快 要 从 
Sephadex 柱 上 全 部 洗 脱 下 来 时 (这 可 以 用 1.5 倍 的 凝 胶体 积 的 溶 
液 A 冲 洗 柱 子 而 达到 )， 将 50 SH 3~4% 的 甲 基 a-D- 吡 喃 葡萄 
糖苷 ( 溶 于 溶液 A 中 ) 加 于 柱 上 ， 再 用 溶液 A 作 进 一 步 洗 脱 。 加 入 
的 抑制 剂 可 使 酸性 a- 葡 萄 糖苷 酶 从 柱 中 以 很 尖 的 峰 形 流出 。 将 得 
到 的 酶 溶液 对 蒸馏水 透析 至 完全 除去 甲 基 -a-D- 吡 喃 葡萄 糖苷 。 
将 酶 液 在 回旋 蒸发 器 中 于 20~22"C 浓 缩 ( 千 万 不 要 过 热 ! ), 然后 冰 
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冻 干 燥 。 从 3 公斤 人 肝 可 以 得 到 约 40 2 Sea HE a- 葡 萄 糖苷 酶 。 
表 14 中 引用 了 一 个 从 人 肝 纯 化 酸性 a- 和 葡萄 糖 背 酶 的 实验 
结果 。 


表 14 从 人 肝脏 纯化 酸性 <- 葡 萄 糖苷 酶 (实验 例 ) 


ao Ff WW ~~ | 
抽 提 液 3530 | 26 1136 |1.23x1077] 1 100 
PREZ UL bE (0. 7 FE) 1540 18.5 629 |2.20x10°2 1.74 55 
浓 Wa 209 | 136.6 487.5 |1.71X102| 1.38 43 
Sephadex G -150 层 析 293 0.13 | 337.6 |8.83 720 - 30 


EX TT IE Ge HET — A ill $5 BR HB Sd DT BFR A as FG HE IB 
泳 分 析 为 均 质 的 纯化 Fal 2d PNG i FA IT IE, 这 个 方法 的 产 率 
在 30% 左右 。 由 于 这 个 纯化 酸性 a- 葡 萄 糖苷 酶 的 方法 是 完全 建 
立 在 酶 本 身 的 特性 《能 切割 葡 聚 糖 中 的 a-1 6- 葡萄糖 背 键 及 被 甲 
基 -a-D- 吡 喃 葡萄 糖苷 竞争 性 地 抑制 的 能 力 ) 的 基础 上 的 ， 所 以 这 
个 方法 比 其 它 方法 的 优点 就 是 它 的 普遍 适用 性 ， 即 实际 上 儿 乎 能 
从 任何 生物 材料 制备 高 纯化 的 酶 制剂 。 


经 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 电 泳 后 的 酶 制剂 中 酸性 w- 葡 
萄 糖 苷 酶 (y- 淀 粉 酶 ) 的 麦芽 糖 酶 活力 与 葡萄 糖 . 
淀粉 酶 活力 的 测定 方法 
Jj. M. BexreHPKH 访 
A&R EB 
Bil Zs SE es Oe HZ IBS Hk aE AK BEE RE RR HE Fg 
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糖苷 酶 (EC3.2.1.3) 的 麦芽 糖 酶 活力 和 葡萄 糖 淀粉 酶 活力 的 方法 
(I. M. Bexespxui, J. B. Llyxepman, E. JI. Posencberby, 1975) 
是 Dahlqvist, Brun 《1962) 用 于 二 糖 酶 的 组 织 化 学 显示 法 的 改良 
法 。 这 个 方法 是 根据 : 当 有 能 传递 质子 的 染料 硫酸 N- FASE 
ANH SE APO RE nitro BY) ARE, Mae oF PRR Se REDE IE 
萄 糖 的 反应 与 葡萄 糖 氧化 酶 作用 下 葡萄 糖 酶 促 氧化 反应 的 倘 联 作 
用 。 

引起 不 溶性 有 色 产 物 〈 还 原型 nitro BT) 出 现 的 连续 反应 列 
于 图 解 开 中 。 


Per a te a 
as =o 葡萄 糖 i SURE RS 
FAD- 葡 萄 
FAD-H2- 葡 
Be Be re 
it Ra N- A 


还 原 硫 酸 = AR 


oe 


nitro BT 还 原 nitro BT 


| 


Be Fe 
ibe 
从 这 个 图 解 可 见 : 在 酸性 — Fi eg GE FF J ot dB 
被 特异 的 酶 〈 含 EAD 的 葡萄 糖 氧化 酶 ) 氧化 至 葡萄 糖 酸 。 同 时 ， 
癣 萄 糖 氧 化 酶 本 身 却 发 生还 原 。 被 还 原 的 FAD'Hs- 葡 萄 糖 氧化 酶 
进一步 与 硫酸 N- 甲 基 二 氮 草 的 还 原作 用 相 偶 联 ， 后 者 又 与 还 原 
型 nitro BY 偶 联 而 被 氧化 ， 被 还 原 的 nitro BT 是 不 溶性 的 浅 紫 
蓝 色 化 合 物 。 
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试 i 


不 含 葡 萄 糖 杂 质 的 麦芽 糖 。 

支 链 淀粉 。 

葡萄 糖 氧 化 酶 。 

硫酸 N- 甲 基 二 氮 草 (PPMs)。 

TREAD AME (nitro BI)，2, 2 -二 对 硝 基 -, 5 = 联 葵 - 
3, 3/-(3, 3- 二 甲 氧 基 -4, 4- 二 葵 撑 )- 双 氯 四 氮 唑 。 

0.4 M 磷 酸 缓冲 液 (pH6.0): 48.4 # NaH,PO,-H,O § 8.8 
yi Na,HPO,-2H,0 溶 于 水 中 , BMKE 1 F. 


测定 过 程 


酸性 wa- 葡萄 糖苷 酶 圆 盘 电泳 ， 用 7.5 狗 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 ， 在 
pH4.3 的 C- 丙 氨 酸 -乙酸 盐 电极 缓冲 液 中 进行 (Maypep，1971)， 
电泳 时 间 90 分 钟 ， 每 管 电流 强度 4m4。 电 泳 后 立即 将 聚 两 烯 酰 
腕 凝 胶 柱 从 玻璃 管 中 取 出 ， 将 一 部 分 凝 胶 柱 用 0.29 考 马 斯 亮 蓝 
R-250 溶液 GAT 7 多 乙酸 中 ) 让 蛋白 质 进行 染色 《也 可 以 用 其 它 
染料 , 如 氨基 黑 等 )。 应 用 另 一 部 分 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 柱 使 用 接触 菏 
膜 法 以 显示 酸性 a- 葡 萄 糖苷 酶 的 活力 。 为 此 , 把 这 部 分 聚 丙烯 酰 
胺 凝 胶 放 于 波 当 形 塑料 板 的 槽 内 , 用 一 块 薄 玻 璃 板 将 它 复 盖 , 铺 上 
一 层 含有 麦芽 糖 (^ 用 于 显示 麦芽 糖 酶 活力 ) 或 支 链 淀 粉 《用 于 显示 
葡萄 糖 淀 粉 酶 活力 )、 葡 萄 糖 氧 化 酶 及 染料 PMS. nitro BT 的 琢 
脂 。 

将 溶液 A 与 B 按 3:1 的 比例 相 混合 以 用 于 制备 含有 全 部 为 了 
显示 酸性 a- 葡 萄 糖苷 酶 的 必需 成 分 的 琼脂 糖 凝 胶 。 溶 液 人 的 制 
备 : 在 一 个 恒温 试管 中 放 入 160 毫克 琼脂 , 40 毫克 麦芽 糖 , 或 160 
毫 死 支 链 淀粉 及 6 毫升 0.44 磷酸 缓冲 液 (P 瑟 6.0)。 将 此 混合 液 
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TEAK PAE 20~30 4} BH, HTB RI — AK. FAI BY il 
将 葡萄 糖 氧 化 酶 ，PMS 及 nitro BT 溶 于 0.4 磷酸 缓冲 液 (PH 
6.0) 中 ，2 毫升 溶液 B 中 含有 1.6 毫克 葡萄 糖 氧化 酶 ，1.2 Soe 
PMS, 3.2 毫克 nitro BI。 待 溶液 A 冷 却 至 55~60 CH MAWE 
B ,立即 将 此 混合 液 倒 在 水 平 放 置 的 薄 玻 璃 板 上 ( 板 的 面积 为 6x9 
厘米 时 , 约 需要 8 毫升 A 液 与 也 液 的 混合 液 )。 为 了 更 好 地 使 防 脂 
凝固 , 将 带 有 琼脂 层 的 薄 玻 璃 板 在 4C 放 10~15 分 钟 。 由 于 染 
料 能 被 光 氧 化 ， 所 以 不 应 让 溶液 B 及 制作 好 的 藏 凝 胶 板 长 期 曝 

将 含有 a- 葡 萄 糖苷 酶 的 聚 两 烯 酰胺 凝 胶 与 含有 a- 葡 萄 糖苷 
酶 底 物 的 琼脂 凝 胶 板 一 起 在 37C 的 漳 湿 的 保温 箱 内 进行 保温 。 在 
柠檬 黄色 的 琼脂 糖 凝 胶 背 景 上 出 现 不 溶解 的 还 原 nitro BT 淡 紫 
WARE, 说 明 在 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 中 有 a- 葡 萄 糖 酶 活力 存在 。 显 
色 时 间 的 长 短 与 电泳 样品 中 酸性 a- 葡 萄 糖苷 酶 的 浓度 有 关 。 例 
如 , 高 纯度 的 wa- 葡萄 糖苷 酶 电泳 时 ( 见 及 M. BexreHPKHE94 页 )， 
保温 15~30 分 钟 后 , 酶 就 被 显 色 了 , 当 酶 的 浓度 不 很 高 时 , 例如 在 
匀 浆 中 ， 酶 活力 显示 的 时 间 要 几 个 小 时 。 为 了 避免 由 于 扩散 而 引 
起 的 呈 色 区 带 的 冲淡 ， 用 10% 三 氯 乙酸 溶液 喷洒 在 凝 胶 菠 板 上 ， 
以 使 酶 反应 停止 。 将 已 显 色 的 薄板 ， 当 呈 色 区 带 出 现 后 就 立即 照 
相 , 或 者 在 37C 温 箱 中 将 薄板 干燥 后 再 照相 。 

必须 指出 ,为 了 用 上 述 方法 显示 a- 葡 萄 糖苷 酶 的 葡萄 糖 淀粉 
酶 活力 ， 不 能 用 糖 原来 代替 支 链 淀粉 。 由 于 糖 原 具 有 很 大 的 分 子 
TX, 不 能 从 琼脂 凝 胶 上 扩散 到 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 上 , 所 以 不 能 被 酶 作 
用 。 

图 8 中 引用 了 琼脂 板 照 片 ,照片 上 显示 了 人 肝 酸 性 a- 葡 萄 糖 
苷 酶 均一 制剂 的 麦芽 糖 酶 活力 (A) 及 葡萄 糖 淀 粉 酶 (C) 活 力 。(A) 
与 人 C) 两 块 薄板 之 间 的 照片 (B) 是 用 0.29 考 马 斯 亮 蓝 及 -250 对 
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8 酸性 aA HY ek 
B 一 用 考 马 斯 亮 蓝 .及 -250 对 蛋白 质 染色 后 的 凝 胶 ; A- 酸性 和- 
葡萄 糖 背 酶 的 麦芽 糖 酶 活力 ; C 一 一 酸性 %- 葡 萄 糖 背 酶 的 葡萄 糖 ve 
粉 酶 活力 ( 显 色 法 见 正文 ) 
蛋白 质 染 色 后 的 聚 丙烯 栈 胺 凝 胶 柱 的 照片 。 
上 述 将 酶 制剂 电泳 后 再 测定 酸性 q- 葡 萄 糖 昔 酶 的 活力 的 方 
法 既 可 用 于 证 明 所 提取 的 -葡萄 糖 音 酶 制剂 的 均一 性 ,也 可 用 于 
分 析 人 及 动物 的 各 种 组 织 及 器 官 中 的 酸性 "- 葡 萄 糖苷 酶 的 同 功 
酶 的 组 成 。 
天 概 ， 这 个 方法 可 以 用 于 显示 任何 可 以 形成 葡萄 糖 的 酶 的 活 
力 , 例如 葡萄 糖 昔 酶 ,葡萄糖 -1 袜 酸 碍 酸 酶 及 葡萄 精 -6- 磷 酸 碍 酸 
酶 。 
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游离 的 及 结合 的 6- 脱 氧 已 糖 的 测定 方法 
I. A. Bugepuiain, JI. 工 . Komm6a6a 


6- 脱 氧 己 糖 广泛 分 布 于 各 种 天 然 化 合 物 的 成 分 中 ， 所 以 弄 清 
它们 的 特异 性 作用 及 生物 学 活性 是 很 有 意义 的 。 已 经 证 明 ， 一 系 
列 血 型 物质 的 抗原 特异 性 是 由 工 -名 党 糖 决定 的 ， 只 要 从 血型 物 
质 中 除去 岩 藻 糖 就 会 完全 改变 它 的 特异 性 CO. A. Buepmatin, 
1968) 。 

弄 清 6- 脱 氧 糖 类 的 代谢 途径 不 仅 具 有 理论 上 的 意义 ， 在 认识 
某 些 人 类 遗传 病 的 机 理 方 面 也 有 很 大 的 实践 意义 。 例 如 ， 凑 营 糖 
过 多 症 的 特征 是 组 织 中 有 兰芝 糖 糖 蛋白 及 糖 脂 的 积累 (Van Hoof, 
Hers，1968) 。 

为 了 研究 6- 脱 氧 糖 类 的 酶 促 转变 及 评价 它们 在 各 种 化 合 物 
中 的 作用 需要 有 十 分 可 靠 的 测定 方法 。 前 不 久 , 测定 6- 脱 氧 已 糖 
的 主要 方法 还 是 Dische 及 Shettles (1948) 提 出 的 方法 。 这 个 方 
法 可 以 测定 游离 的 及 结合 的 (与 其 它 化 合 物 结合 )6- 脱 氧 已 糖 的 总 
含量 。 近 几 年 来 文献 中 出 现 了 只 测定 游离 的 6- 脱 氧 己 糖 的 某 些 新 
方法 。 


游离 的 及 结合 的 6- 脱 氧 己 糖 总 含量 的 测定 法 
(Dische, Shettles, 1948) 


方法 原理 在 沸水 浴 中 在 硫酸 作用 下 6- 脱 氧 己 糖 脱水 而 形 
成 5- 甲 基 糠 醛 : 
CHOH 一 CHOH BSE 


| 
CH,—CHOH CHOH—CHO 


6- 脱 氧 己 糖 


"7T03 ， 


ern 

5- 甲 基 糠 醛 与 半 胱 氨 酸 盐酸 盐 相 结合 , 生成 在 波长 396 nm 有 
最 大 吸收 的 生 色 团 。 

试剂 “HSO, 与 HO 的 混合 液 (6 体积 浓 HSO, 加 1 体积 
H,0), 

半 胱 氨 酸 试剂 一 一 3 克 半 胱 氨 酸 盐酸 盐 溶 于 100 毫升 水 中 。 

测定 过 程 ” 在 冰 浴 中 冷却 的 试 样 (体积 1 BID PIMA 4.5 毫 
升 硫酸 与 水 的 混合 液 。 将 试 样 在 冷 处 仔细 搅拌 后 在 沸水 浴 中 加 热 
3 分 钟 。 然 后 将 试 样 冷却 。 在 搅拌 下 ， 每 个 试 样 中 加 入 0.1 毫升 
半 胱 氨 酸 试剂 。 为 了 测定 半 胱 氨 酸 试剂 的 非特 异性 吸收 ， 采 用 了 
对 照 试 验 , 即 在 试 样 中 不 含 岩 藻 糖 , 但 含有 其 它 全 部 反应 成 分 。 在 
加 入 半 胱 氨 酸 试剂 1.5~2 小 时 后 将 试 样 用 C@-4A 分 光 光 度 计 
在 波长 396 及 430nm 进行 测定 , 以 对 照 试 验 作 为 空白 。 波 长 396 
及 430 nm 的 光 密 度 之 差 值 ( 见 “ 方 法 的 特异 性 ?) By RRR He 
糖 的 含量 。 根 据 标准 曲线 算出 样品 中 6- 脱 氧 已 糖 的 含量 。 

标准 曲线 的 制作 “制备 每 毫升 水 中 含有 50 微克 岩 藻 糖 或 鼠 
李 糖 的 标准 溶液 。 在 一 系列 试管 中 分 别 加 入 0.1, 0.2,0.3,0.4 及 
0.6 毫升 标准 溶液 ， 分 别 相 当 于 含有 6, 10, 15, 20 及 30 微克 6- 脱 
氧 已 糖 。 用 水 将 每 个 试管 补足 至 毫升 ， 按 上 述 操作 过 程 进 行 反 
应 。 制 作 波 长 396nm( 比 色 杯 光 径 1 厘米 ) 吸 收 值 一 一 6- 脱 氧 已 糖 
含量 (微克 ) 的 标准 曲线 。 

方法 的 特异 性 “应 用 浓 硫 酸 (86 锡 体积 百分比 ) 可 以 测定 各 种 
碳水 化 合 物 组 分 中 甲 基 戊 糖 的 含量 而 不 必 事 先 水 解 。 但 是 ， 如 果 
在 待 测 的 试 样 中 有 多 精 、 业 蛋 白 及 糖 脂 存 在 的 话 , 则 在 混合 液 中 将 
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会 出 现 各 种 不 同 的 糖 类 : DO CR ERR, RE, 好 象 
6- 脱 氧 己 糖 那样 都 能 形成 糠 醛 , 当 加 入 半 胱 氨 酸 时 生成 有 色 产 物 。 
所 以 这 个 方法 所 遇 到 的 主要 困难 是 : 要 在 有 其 它 糖 类 存在 时 测定 
6-- 脱 氧 已 糖 的 特异 吸收 。 己 糖 在 硫酸 作用 下 能 形成 5- 羟 甲 基 糠 
RE, 后 者 与 半 胱 氨 酸 盐酸 盐 缩 合 时 生成 在 415nm 处 有 最 大 吸收 的 
生 色 团 。 己 糖 的 吸收 曲线 是 对 称 的 , 并 且 在 396 及 430nm 处 的 吸 
收 值 相 等 。6- 脱 氧 已 糖 的 最 大 吸收 值 位 于 396 nm, 而 在 430 nm 时 
吸收 为 零 。 所 以 , 当 有 已 糖 存在 时 , 对 它 进 行 定 量 测定 , 取 波 长 396 
及 和 330nm 的 吸收 值 之 差 值 。 加 入 半 胱 氨 酸 以 前 , 延长 试 样 加 热 时 
[A] OM 3 分 钟 延 长 至 10 分 钟 ) 在 很 大 程度 上 也 可 排除 己 糖 的 影响 ， 
延长 加 热 会 使 已 糖 的 吸收 值 大 大 减 小 , 而 这 时 , 6- 脱 氧 己 糖 的 吸收 
值 几乎 没有 改变 。 

Dische 及 Shettles 法 的 优点 是 它 的 高 特异 性 ( 表 15) 及 高 灵 
敏 度 。Dasss 一 Diso 光 密 度 之 间 的 差 值 与 6- 脱 氧 已 糖 ( 岩 藻 糖 或 鼠 李 
糖 ) 的 浓度 在 1 一 50 微克 范围 内 是 直线 关系 。 我 们 在 测定 复杂 驴 
碳水 化 合 物 成 分 中 的 6- 脱 氧 己 糖 的 总 含量 时 这 个 方法 的 重复 性 
也 很 好 。 而 且 不 需要 对 样品 作 预 处 理 。 同 时 6- 脱 氧 已 糖 ( 岩 党 糖 ) 
的 量 与 糖 蛋白 的 量 之 间 成 正比 关系 ( 表 15, 实验 6)。 

测定 生物 体液 及 组 织 中 6- 脱 氧 已 糖 时 所 发 生 的 某 些 困难 已 
在 前 面 讨 论 过 了 (IT. 多 .Bamepinata，JI. 工 KoxH6a6a，1971)。 


游离 6- 脱 氧 己 糖 的 测定 法 


一 般 原 理 “” 这 个 方法 是 建立 在 6- 脱 氧 已 糖 受 高 碘 酸 氧化 时 
所 表现 的 特性 的 基础 上 。 高 碘 酸 氧化 的 实质 是 在 于 碘 酸 作用 下 带 
有 自由 羟基 的 两 个 相 邻 碳 原子 之 间 的 键 发 生 断 裂 。 
同时 ， 每 一 个 CHOH- 基 形成 一 分 子 甲酸 ， 而 从 人 CH:OH- 基 
Coe) 及 CHOH-CHs:- 基 〈6- 脱 氧 己 糖 ) 则 分 别 形 成 甲醛 及 乙 
.705 


表 15 测定 游离 的 及 结合 的 8- 脱氧 己 糖 方法 的 特异 性 
(Dische, Shettles, 1948) 


eI 98/31) | ODenm | ODssiam. | Open 

岩 菠 糖 0.01 | 0.007 0.222 十 0.215 

半 乳 糖 0.025 0.074 0.074 0.000 

: 葡萄 糖 0.025 0.117 0.118 +0.001 

糖 ， 原 0.05 0.291 0.293 十 0.002 

A ENE 0.01 0.056 0.299 .十 0.243 

“e+ RNA | 0.01+0.1 0.052 0.296 +0.244 

2 透明 质 酸 0.25 0.026 0.031 十 0.005 

硫酸 软骨 素 0.30 0.001 0.013 +0.012 

DNA 0.20 0.046 0.045 一 0.001 

rane ai 0.01 0.008 0.231 +0.223 

3 ae Bees 0.01 F004 septs 0.362. | +0.217 

鼠 李 糖 0.01 0.007 0.212 十 0.205 

Re athe 0.10 0.019 0.028 +0.009 

麦芽 糖 0.05 0.127 0.126 —0.001 

4 Fe ORE 0.05 0.205 0.201 一 0.004 

Aj PERE 0.10 0.016 0.017 +0.001 

半 乳 糖 醛 酸 0.20 0.044 0.052 十 0.008 

岩 菠 糖 0.01 0.008 0.233 +0.225 

5 | amet byhiAwe | 0.014+0.08 0.028 0.260 + 0.232 

岩 藻 糖 十 血清 清 蛋白 \0.005+1.00 0.032 0.140 十 0.108 

A 血 型 的 型 特异 物质 0.10 0.098 0.255 十 0.157 

6 同 二 0.20 0.211 0.530 十 0.317 
A 和 型 的 型 特异 物质 

的 水 解 物 0.10 0.095 0.220 十 0.125 
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醛 ”。 
所 以 , 在 有 其 它 糖 类 存在 时 (特别 是 己 糖 ), 6- 脱 氧 己 糖 的 定量 
测定 的 实质 就 是 : 有 甲醛 存在 的 情况 下 测定 乙 醛 。 显 然 , 在 高 碘 酸 
作用 下 只 有 当 混 合 液 中 有 游离 的 6- 脱 氧 己 糖 〈 己 糖 ) 存在 时 才能 
对 乙 醛 (甲醛 ) 进 行 分 离 。 其 它 化 合 物 中 形成 糖苷 键 的 6- 脱氧 己 糖 
在 高 碘 酸 作用 下 不 会 形成 乙 醛 : 


0 


caoAa — O—R+HCOOH+2HI0; 
CHO: 


目前 ， 有 三 种 测定 游离 6- 脱 氧 糖 类 的 化 学 法 。 这 些 方法 之 间 
的 区 别 在 于 与 乙 醛 结合 的 试剂 不 同 (A. Bugepmaiin, JI. 工 . 
Komn6a6a, 1971), 

下 面 分 析 一 下 由 我 们 (T. A. Bugeputatn, JI. T. Konmu6a6a, 
1971) 略 加 改良 的 测定 游离 6- 脱 氧 已 精 的 方法 (Bhattacharyya, 
Aminoff, 1966), 

这 个 方法 用 在 实验 室 条 件 下 最 为 适宜 。 

这 个 方法 的 主要 试剂 是 氨基 脲 盐酸 盐 ， 它 与 高 碘 酸 氧化 时 释 
放出 来 的 乙 醛 按照 下 列 反 应 发 生 作用 : 

CH;,—_CH—0+ H.N—CO—NH—NH, —> 
ZEN 
CH;—CH=N—CO—NH—NH,+H,O 
Yai a Hk 
TE BH Hii EIR eB HC 224 nm 处 有 最 大 吸收 。 


赤 用 高 磺 酸 氧化 丝氨酸 及 苏 所 县 时 也 形成 甲 降 及 乙 本 ， 


? 1@Z » 


inf] §6.7mM AEA EEIRE AIK GA F 0.06 MNaH,PO, 及 
0.14. M Na,HPO, h, pH 7.4), 

MAA, 由 三 种 成 分 配 成 : BAC HI 0.2 MIO, we CA 
积 )，0.2M NaOH 溶液 (1.5 体积 )，0.244 半 胱 氮 酸 溶液 (1.2 体 
积 )。 

在 临 实验 之 前 将 上 述 三 种 溶液 直接 混合 配制 成 矶 试 剂 。 混 合 
液 的 PHAM A 7.3~7.5, KARA AA 2~2.5 小 时 , TAMAS 
试剂 中 形成 沉淀 。 

钱 营 糖 或 鼠 李 糖 的 标准 溶液 (每 毫升 100 微克 )。 

测定 过 程 ”测定 在 康 维 严 中 进行 。 将 0.5 毫升 待 测试 样 放 入 
康 维 严 外 圈 反 应 槽 中 。 为 了 制作 标准 曲线 ， 再 在 另 一 些 康 维 严 的 
Hh ly FBLA 0.05, 0.1,0.15，0.2, 0.25 及 0.3 毫升 标准 溶液 
(相当 于 .5, 10, 15, 20, 25 及 30 微克 岩 藻 糖 )。 将 每 个 试 样 用 水 Fb 
足 到 0.5 毫升 。 康 维 亚 的 中 间 止 槽 中 放 入 1.5 BASE RK. 
Sh | IVA PR LA 2 毫升 碘 试 剂 ， 立 刻 用 玻璃 板 盖 住 预先 
涂 有 特制 的 滑润 襄 的 康 维 下 。 小 心地 搅动 下 中 所 含 的 物质 。 同 时 
用 水 代替 和 岩 荣 糖 作 对 照 试 验 。 将 康 维 下 在 室温 中 放置 2 小 时 。 

然后 将 形成 的 缩 氨 基 脲 溶液 从 严 的 中 央 槽 转移 到 试管 中 ， 在 
CO-4A 分 光 光 度 计 224 nimn 进行 测定 。 在 成 批 测定 时 ,不 必用 全 
部 稀释 的 标准 溶液 作为 标准 , 而 只 要 取 2~3 个 已 知 其 含量 的 岩 洛 
糖 样品 就 可 以 了 。 

这 个 方法 是 特异 的 ( 表 16)， 在 有 其 它 粮 类 存在 时 可 定量 地 测 
定 6- 脱 氧 已 糖 (T. A. Bugepusain, JI. T. Konu6a6a, 1971), 

但 是 ， 必 须 指 出 ， 如 空气 中 有 丙酮 、 环 已 酮 及 其 它 能 与 氨基 腺 
相互 作用 的 化 合 物 存在 时 , 这 个 方法 的 灵敏 度 明 显 降低 。 

测定 6- 脱 氧 己 糖 的 酶 学 方法 目前 在 这 方面 已 得 到 了 第 一 批 
但 却 是 十 分 受 鼓 舞 的 结果 。 已 经 建立 了 应 用 特异 的 工 - 岩 藻 糖 脱 
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表 16 FRECRMFEN, FE 6- 脱 氧 已 糖 ( 荆 - 岩 藻 糖 ) 测 定 法 
的 专 一 性 ([. A. Bugepwain, J. [. Konn6a6a, 1971) 


加 入 的 物质 | 儿 加 入 的 物质 | % 
了 -甘露 糖 103.7 D- 葡 萄 糖 胺 .HCl 94.2 
D- 葡 萄 糖 104 D- 半 乳糖 十 N- 乙 酰 - 
D- 葡 萄 糖 -1 -磷酸 90 了 -葡萄 糖 胺 二 和 N- 乙 
酰 神经 氨 酸 十 对 

D -核糖 103.7 硝 基 - 葵 基 -a-E- 吡 吐 

2- 脱 氧 - 卫 -核糖 101.8 rope a 100 
N-CRMARR 99.5 AAR 108 
D -葡萄 糖 腕 .HCl 109.7 2 FAS 108 
D- 半 乳糖 | 102.4 Saw 105 

和 -乙酰 -了 -葡萄糖 胺 78.4 FR fit 102 
同上 (0.2uM ) 89 AR 108.8 
同上 (0.14M ) 95.3 苏 氨 酸 (0.12 nM) 200 


附注 : 试 样 中 岩 藻 糖 含量 一 0.12 uM, 各 种 所 加 物质 的 量 ( 除 括号 中 指明 数量 者 外 ) 
一 0.677。 高 碘 酸 氧化 时 混合 液 的 卫 38= 用 兰 东 糖 溶 液 中 的 E3 知 的 百分比 表示 。 


氧 酶 来 测定 游离 工 - 岩 演 粳 含量 的 方法 。 岩 注 糖 脱 氢 酶 催化 以 下 
反应 (Finch et al., 1969). 


oe 
5 a4 Er catia 
NAD: *H, Gy 
OH 


工 - 岩 菠 糖 工 - 岩 落 糖 -1, 5- 内 酯 。” 岩 藻 糖 酸 


根据 还 原 的 NAD .也 的 量 ( 和 g 大 值 一 一 340nm) 可 以 测定 游离 
Ame, AM MMA: 这 个 酶 具有 很 窗 的 底 物 专 一 性 , 它 既 不 


coo” 


H3 
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能 氧化 D3 Se AR AE et, L- 鼠 李 糖 。 

所 以 ， 用 酶 学 方法 或 许 能 在 最 近 的 将 来 定量 地 测定 各 种 6- 脱 
氧 已 糖 : 工 - 岩 蔬 糖 、 工 - 鼠 李 糖 等 。《 专 一 性 ?这 一 概念 ,迄今 它 指 的 
是 在 其 它 糖 类 存在 时 ,总 的 测量 6- 脱 氧 已 糖 的 可 能 性 。 但 是 随 着 
酶 学 方法 的 发 展 , 它 应 当 获得 更 为 确切 的 涵义 , 应 当 能 指明 特异 地 
测定 某 一 种 6- 脱 氧 已 糖 的 可 能 性 。 


生物 体液 酮 糖 的 测定 
B. 及 . Topogenkun, B. U. Muxananos 


当 有 过 量 的 醛 糖 存在 时 , 对 酮 糖 进行 特异 性 的 测定 ,不 论 在 实 
验 室 或 在 临床 研究 中 都 具有 十 分 巨大 的 意义 : 在 不 同 原因 的 糖尿 
病 ( 果 糖尿 ， 葡 萄 糖尿 等 ) 的 诊断 及 治疗 过 程 中 对 病人 血 和 尿 中 果 
糖 及 芒 糖 的 含量 测定 ; 在 给 病人 以 某 种 糖 负荷 时 体液 中 糖 合 量 动 
态 变 化 的 测定 ， 用 和 菊 糖 测定 崩 小 球 的 过 滤 作 用 速度 时 对 尿 中 酮 糖 
含量 的 测定 等 。 但 这 还 远 不 是 酮 糖 测定 法 在 临床 上 应 用 的 一 个 完 
整 的 清单 。 


方法 原理 


在 临床 及 研究 工作 中 还 没有 一 个 十 分 可 靠 的 灵敏 的 特异 的 简 
便 的 直接 测定 酮 糖 的 方法 已 被 广泛 的 加 以 应 用 。 建 立 在 糠 醛 形成 
基础 之 上 的 方法 能 符合 上 述 的 要 求 。 已 经 证 明 ， 在 酸性 环境 中 加 
热 时 从 酮 糖 形成 糠 醛 及 凑 甲 基 糠 醛 的 速度 比 醛 糖 快 100 和 倍 。 选 择 
酸 浓度 及 反应 温度 的 合适 条 件 时 ， 可 以 在 完全 保存 醛 糖 的 情况 下 
使 酮 糖 定量 地 转变 成 糠 醛 。 形 成 的 糠 醛 的 量 ， 可 根据 它 与 方 香 族 
化 合 物 缩合 时 形成 的 有 色 产 物 的 量 用 比 色 法 加 以 测定 。 这 类 芳香 
族 化 合 物 包 括 : FRY] (Van Handel, 1968), B-mi|eEZ MR CB. K. 
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lopogeukui, E. H. Ulope, 1969; Heyrovsky, 1956), MEMS 
We (Percheron, 1962), 

除了 测定 试 样 中 酮 糖 总 量 外 ， 还 可 以 在 试 样 中 测定 还 原 性 及 
非 还 原 性 酮 糖 的 含量 。 为 此 , 只 要 将 试 样 加 热 并 用 碱 处 理 。 这 时 ， 
所 有 还 原 糖 被 碱 解 成 为 有 机 酸 ， 试 样 中 只 匀 下 非 还 原 糖 (蔗糖 、 棉 
子 糖 等 )。 根 据 酮 糖 的 总 含量 与 非 还 原 性 酮 糖 含量 之 差 值 即 可 算 
出 还 原 性 酮 糖 的 含量 。 

为 了 精确 地 测定 试 样 中 的 蔗糖 , 必需 将 试 样 用 酵母 转化 酶 ( 莽 
糖 酶 ) 加 以 处 理 , 转化 酶 可 专 一 地 将 蔗糖 水 解 成 葡萄 糖 与 果糖 。 然 
后 用 碱 处 理 经 转化 酶 处 理 过 的 或 未 经 转化 酶 处 理 的 试 样 。 在 转化 
酶 处 理 前 和 处 理 后 ， 再 用 碱 处 理 过 后 的 试 样 中 酮 糖 含 量 的 差额 即 
是 试 样 中 蔗糖 的 含量 。 

为 了 个 别 的 测定 样品 中 所 含 的 各 种 酮 糖 ， 为 了 验证 在 试管 中 
测 得 的 数据 ， 可 以 采用 定性 及 定量 纸 层 析 法 \B. K. Popogeuxun, 
1968), 或 纸 电 泳 法 。 应 当 仔细 地 除去 用 于 层 析 的 特别 是 用 于 电泳 
的 生物 体液 样品 中 的 和 蛋白质、 色素 及 盐 类 。 用 纸 层 析 测 定 上 述 任 
何 一 个 方法 分 离 出 来 的 糖 时 , 都 要 应 用 特异 的 酮 糖 显 色 剂 ( 间 葵 二 
酚 显 色 剂 , 双 美 酮 (5, 5- 二 甲 基 环 己 烷 二 酮 -[1, 3]) 显 色 剂 等 )。 

下 面 将 叙述 用 硫 巴 比 忌 酸 以 及 纸 层 析 和 纸 电泳 测定 酮 糖 的 方 
法 。 


wm fl 


0.02M] Fit Eb be RK AR CRE Bit EL He eR PE EF A FF 
TK), 此 溶液 在 数 日 内 稳定 。 

浓 HCL 

2N NaOH, 

活性 动物 碳 <Kap6oxeH> (必须 将 片 剂 状 碳 磨 碎 ， 筛 去 灰尘 )。 


“ail: 


离子 交换 树脂 Amberlite [R-120[ H*] s% Dowex D-50[H*], 

离子 交换 树脂 Amberlite IRA-410[HCOjz] 或 Dowex D-I 
[HCO3], 

酵母 转化 酶 水 溶液 GO~100 微克 酶 溶 于 0.1 SAK), 
化 酶 (BE- 果 糖苷 酶 ) 从 啤酒 酵母 S. cerevisae 用 Ca,(PO,). 吸附 法 
制备 。 洗 脱 后 将 转化 酶 沉淀 出 来 并 冷冻 干燥 。50 微克 冻 干 粉 在 
30C 与 反应 物 保温 30 分 钟 内 可 使 100 毫克 蔗糖 完全 分 解 。 

层 析 溶 剂 系统 一 一 丙酮 : 正 丁 醇 : 水 (7:2:1)。 

酮 糖 显 色 剂 : 

1) 间 葵 二 酚 显 色 剂 (00 毫克 间 葵 二 酚 ，15 克 三 氯 乙酸 及 
0.25 毫升 0.1MCuSO, WF 100 毫升 正 丁 醇 中 )。 

2) 双 美 酮 显 色 剂 (300 毫克 双 美 酮 及 10 毫升 正 -磷酸 ，d= 
1.74, 溶 于 90 SFr 96% AHP), | 

0.05 M Wim th yk (pH 8.5~9.0)， 用 于 蔗糖 水 平 纸 电 泳 。 

20% 乙醇 水 溶液 。 

0.3 N ZnSO, 溶液 。 

0.3N Ba(OH), 溶液 。 

层 析 用 糖 的 标准 样品 (果糖 及 葡萄 糖 各 400 微克 , 蔗糖 800 微 
克 溶 于 10 微 升 50% CREP), 每 个 点 加 样 50 微 升 。 

标准 蔗糖 溶液 ,0.3 MBF 1 SAK PRI SHARE 
的 水 中 。 


按 硫 巴 比 受 酸 测定 酮 糖 


测定 尿 中 的 酮 糖 之 前 应 先 将 试 样 作 脱 除 色素 的 处 理 。 为 此 ， 
在 2 毫升 新 鲜 的 或 用 氯仿 防腐 后 在 冰箱 保存 的 尿 中 加 入 200 22 eh 
活性 炭 <Kap6oreHy。 将 试 样 振 功 10 分 钟 后 离心 (10 分 钟 , 1000 8). 
如 果 上 清 液 仍 具 有 颜色 , 则 应 再 用 新 的 活性 痰 脱色 一 次 。 
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管 中 , 加 入 0.6 毫升 阳离子 交换 树脂 Dowex D-50LH-”] 及 阴离子 
交换 树脂 Dowex D-1[HCO3] 悬 浮 液 。 将 混合 物 振 葛 5 一 10 分 
钟 , 如 果 CO, 气泡 不 再 形成 , 说 明 树 脂 的 作用 已 停止 。 当 在 混合 物 
中 再 加 入 少量 新 鲜 树 脂 时 ， 如 果 CO, 气体 不 青 形 成 ， 表 明 脱 盐 完 
毕 。 然 后 将 试 样 离心 5 分 钟 (1000g8)。 将 上 清 液 用 于 测定 蔗糖 。 

分 析 血 液 样 品 时 ， 首 先 应 除去 血液 中 的 蛋白 质 。 脱 蛋白 的 最 
好 方法 是 用 硫酸 锌 或 碱 沉淀 。 在 1.0 毫升 毛细 管 血 或 用 肝素 处 理 
过 的 静脉 血 中 加 入 0.4 毫升 0.3NZnSO, 及 Ba(OHD;， 摇 匀 后 会 
有 很 多 沉淀 形成 。 将 样品 离心 10~15 分 钟 (1000g8)。 将 离心 液 个 
六 试管 中 , 再 用 工 毫 升水 将 沉淀 搅动 洗涤 一 次 ， 将 它 离 心 后 ， 将 两 
份 上 清 液 合并 , 在 回旋 燕 发 器 中 37"C 蒸发 至 干燥 。 将 蒸 干 的 沉淀 
溶 于 1 毫升 蒸馏 水 中 ， 用 树脂 按 上 法 脱盐 。 血 中 及 脑 肴 液 中 的 酮 
RGB LR PAZ 10 倍 到 100 倍 , 所 以 测定 时 要 相应 地 增加 待 
分 析 的 血液 或 脑 脊 液 样 品 的 体积 。 血 液 样 品 脑 兰 液 或 组 织 抽 提 液 
AR Wh FAYE HE Be Kb FH 

从 脱盐 ， 去 色素 及 蛋白 质 后 的 待 测 体液 的 离心 液 中 取出 三 份 
试 样 ,每 份 0.1 毫升 ( 试 样 A.B、C)。 样 品 A 中 加 入 0.1 毫 升 转化 
酶 溶液 及 0.6 毫升 水 (样品 中 转化 酶 的 最 终 浓度 约 为 每 毫升 50 微 
5), 37°C fri 30 分 钟 , 在 保温 期 间 应 使 样品 A 中 的 芒 糖 全 部 水 解 
成 果糖 和 葡萄 糖 。 样 品 也 中 加 入 0.7 毫升 水 ， 样 品 C 中 加 0.9 训 
升水 。 与 转化 酶 一 起 保温 后 ， 试 管 A 和 吾 中 各 加 入 0.2 毫 升 2 六 
NaOH, 在 沸水 浴 中 者 15 分 钟 ， 这 一 处 理 使 样品 中 的 全 部 还 原 糖 
都 转变 成 了 有 机 酸 。 

三 份 样品 的 最 终 体积 都 是 1 毫升 。 每 一 样品 中 各 加 0.02M 
RAR 1 毫升 及 浓 ACL SH, 将 试 样 搅 匀 后 , 盖 上 玻璃 球 在 
BAKA PA 6 分 钟 。 同 时 将 对 照 试验 (1 毫升 水 ， 工 毫升 硫 巴 比 妥 
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酸 及 1 毫升 HCD BAF 0.030, 0.075, 0.150 mM Hy RE BE RHE 
K AH F0.10, 0.25, 0.50 毫升 原始 标准 溶液 及 0.90, 0.75, 0.50 
ZAK) 加 以 处 理 。 芒 糖 标准 溶液 的 试 样 中 也 各 加 六 工 毫 升 硫 巴 
比 妥 酸 及 1 毫升 HCl Aw1~2 小 时 后 , 试 样 中 即 出 现 黄色 。 将 
试 样 在 CO-4 分 光 光 度 计 在 波长 432.5 nm 下 对 空白 试验 进行 测 
FE 

eI HAHAH i PA CORR RE EE 
蔗糖 的 分 子 量 为 342 及 果糖 的 分 子 量 为 180 计算 )。 按 上 述 方 法 
处 理 的 生物 体液 试 样 中 ， 并 没有 完全 把 各 种 非 碳水 化 合 物性 质 的 
杂质 除 尽 。 在 测定 时 ， 这些 杂质 会 产生 有 色 背 景 。 但 是 采用 更 为 
严格 的 纯化 方法 也 是 不 适当 的 , 因为 这 会 引起 糖 的 变化 或 丢失 , 也 
会 增加 方法 学 上 的 麻烦 。 不 能 用 糖 含 量 过 高 的 试 样 作 研究 Ghat 
0.5 毫克 /0.1 ZH), 因为 用 碱 处 理 时 , 这 样 的 试 样 会 变 成 褐色。 所 
以 样品 的 体积 必须 根据 样品 中 所 含 糖 浓度 进行 调整 。 

按 下 列 方式 计算 样品 中 酮 糖 的 含量 。 以 样品 和 的 数值 作为 颜 
色 的 本 底 , 样品 也 的 数值 作为 非 还 原 性 酮 糖 的 量 和 本 底 ， 样品 C 的 
数值 为 酮 糖 总 量 和 本 底 。B 一 A 之 差额 为 样品 中 芒 糖 的 含量 , C 一 
B 之 差额 为 还 原 性 酮 糖 ( 主 要 是 果糖 ) 的 量 , 一 全 之 差额 为 全 部 酮 
糖 的 量 。 


纸 层 析 及 纸 电 泳 法 测定 酮 糖 


在 尿 和 其 它 体液 中 除了 果糖 及 蔗糖 以 外 ， 往 往 还 有 其 它 酮 糖 
存在 。 应 用 层 析 法 及 电泳 法 可 以 测定 这 些 单 糖 及 窒 糖 的 含量 。 按 
上 述 方法 进行 样品 的 准备 及 纯化 。 样 品 在 点 到 滤纸 上 以 前 ， 一 般 
FOR EE Abe Rae PT AAMT RULE AREER 
大 ) 然后 溶 于 0.1 毫升 水 中 , 再 点 于 Whatman 1 号 纸 上 。 样品 中 
应 含有 50~200 微克 酮 糖 。 糖 的 分 离 常 用 单 相 下 行 层 析 法 ， 在 溶 
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剂 系统 丙酮 : 正 丁 醇 : 水 (7:2:1) 中 进行 。 层 析 的 时 间 在 室温 中 为 
30~35 小 时 ， 层 析 图 谱 和 干燥 后 用 间 葵 二 酚 (均匀 喷洒 到 层 析 图 谱 
上 后 在 160C 加 热气 分 钟 ) 或 用 双 美 酮 (喷洒 后 ， 将 层 析 图 谱 在 室 
温 下 干燥 , 然后 在 110C 加 热 5 分钟) 进行 显 色 。 进 行 定量 层 析 时 ， 
将 层 析 纸 先 用 20 多 乙醇 洗涤 。 将 层 析 图 谱 上 与 某 一 相应 酮 糖 的 一 
块 滤纸 前 下 用 蒸馏水 加 以 洗 脱 〈 按 每 Bc? 滤纸 用 工 毫 升 蒸馏 水 
计算 )。 然 后 用 硫 巴 比 妥 酸 法 测定 洗 脱 液 中 酮 糖 含量 。 

纸 电 泳 法 是 测定 酮 糖 的 更 快 更 灵敏 的 方法 。 果 糖 和 蔗糖 与 确 
酸 盐 阴离子 形成 的 带 有 负电 荷 的 复合 物 能 满意 地 在 Whatman 1 
号 纸 或 BrpTpak 纸 上 用 低压 水 平 电 泳 将 它们 分 开 〈 电 压 陡 度 为 
每 厘米 10 伏特 )。 点 样 量 只 要 20~50 微克 酮 糖 就 足够 了 。 电 泳 
图 谱 用 双 美 酮 显 色 。 感 到 不 足 的 是 用 纸 电 泳 作 定性 分 析 较 好 ， 但 
作 定 量 分 析 较 差 。 


方法 的 评价 


芋 述 测定 酮 糖 的 方法 是 很 灵敏 的 。 用 硫 巴 比 妥 酸 法 可 以 测定 
试 样 中 所 微克 酮 糖 ;， 纸 层 析 法 及 电泳 法 可 检 出 20~15 BCE A BE 
《用 双 美 酮 显 色 时 ) 或 可 检 出 50~-40 微克 酮 糖 〈 用 间 葵 二 酚 显 色 
时 )。 用 硫 巴 比 妥 酸 测定 酮 糖 时 形成 稳定 的 黄色 , 后 者 可 以 在 它 形 
成 后 的 1 一 2 小 时 或 更 长 时 间 内 用 比 色 法 测定 。 颜 色 的 强度 与 样 
品 中 的 酮 糖 含量 ( 低 于 50 微克 时 ) 成 正比 。 超 过 这 个 含量 线性 关 
系 就 破坏 。 这 个 方法 具有 高 特异 性 ， 可 测定 低 于 1% 的 醛 糖 。 硫 
巴 比 妥 酸 法 有 很 好 的 重复 性 , 可 以 满意 地 检 出 加 于 尿 中 的 酮 糖 。 

健康 大 每 升 尿 中 发 现 约 有 0.2~0.5 克 莽 糖 及 高 达 0.05~-0.1 
克 / 升 的 果糖 在 健康 人 的 尿 中 我 们 还 没有 发 现 有 超过 1 克 / 升 的 
蔗糖 , 甚至 在 过 量 服用 蔗糖 时 也 如 此 。 在 果糖 尿 及 攻 糖 尿 病人 中 ， 
这 类 糖 在 尿 中 的 含量 可 以 增加 几 个 数量 级 。 
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人 肠 粘膜 二 糖分 解 酶 类 活力 的 测定 
WM. C. Jlyxomeraa 


AZ) ia i RR PS BS BE OD BE EAD BE 
AME, HR, SLR, 海藻 糖 等 )， 以 及 由 胰 a- 淀 粉 酶 水 解 多 糖 时 ( 糖 
原 及 淀粉 ) 形 成 的 带 有 ab 4-Ke a-1, 6- 键 的 二 糖 和 寡 糖 。 

由 于 二 糖 酶 的 作用 二 糖 被 分 解 成 单 糖 。 单 糖 经 肠 粘膜 被 吸收 
并 进入 血液 中 。 麦 芽 糖 ， 异 麦芽 糖 及 海藻 糖 被 分 解 成 二 分子 葡萄 
糖 ， 芒 糖 被 分 解 成 葡萄 糖 及 果糖 ， 乳 糖 则 被 分 解 成 葡萄 糖 及 半 和 乳 
糖 。 

肠 粘 膜 中 的 二 糖 酶 分 布 于 柱状 上 皮 的 微 绒 毛 腊 中， 这些 绒 毛 
膜 形 成 的 刷 状 层面 向 肠 腔 。 肠 腔 内 容 物 中 所 含 的 三 糖 酶 活力 与 肠 
粘膜 中 所 含 的 酶 活力 只 有 很 小 的 差别 ， 这 样 的 差别 在 二 糖 酶 及 寡 
糖 酶 的 整个 分 解 过 程 中 并 不 具有 实质 上 的 意义 。 

在 人 的 肠 腔 中 含有 某 些 二 糖 酶 (Dahlqvist，1970): 蜡 麦 芽 糖 
is (Fe OF BH GE Ta), EC 3.2.1.10, 上 EC3.2.1.20*+ 能 催化 异 麦 芽 糖 中 
HY Ray SEE HE A) -1 6- 键 的 分 解 ,并且 也 具有 麦芽 糖 酶 的 活 
力 ; PEGS (HE BEG Ib), EC 3.2.1.48, 能 分 解 麦 芽 糖 , TERM 
多 聚 糖 类 。 能 水 解 二 糖 海藻 糖 的 特异 酶 海藻 糖 酶 ,了 上 上 C 3.2.1.28; 
分 解 乳糖 的 乳糖 酶 , EC 3.2.1.23( 表 17), 

不 能 耐 受 二 糖 的 人 的 许多 病 是 由 于 在 肠 粘膜 中 一 种 或 玫 种 三 
糖 酶 的 缺乏 或 活力 降低 所 引起 的 。 如 果 能 得 到 及 时 而 正确 的 诊断 ， 
这 种 疾病 可 能 得 到 治疗 。 确 定 不 耐 受 性 的 原因 最 正确 的 最 直接 的 
方法 是 测定 人 的 小 肠 粘 膜 活 组 织 材 料 中 的 二 糖 酶 类 的 活力 s 


*# SASS GR la) 有 两 个 编号 ， 因 为 它 既 分 解 O-1, 6-e AY Ee 
(EC 3.2.1.10)， 又 分 解 带 a-T 4- 键 的 寡 糖 ( 卫 3.2.1.20)。 
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用 组 织 活 检 材 料 作 二 糖 酶 活力 的 测定 。 活 检 材 料 或 者 取 自 空 
肠 粘 膜 ， 或 者 取 自 十 二 指 肠 与 空肠 交界 区 的 粘膜 。 几 个 毫克 的 组 
织 就 足够 用 于 测定 酶 活力 。 但 是 要 得 到 较为 正确 的 结果 ， 最 好 有 
10~20 毫克 〈 湿 重 ) 组 织 。 将 活检 材料 放 入 预 冷 试 管 中 。 如 果 在 
1~2 小 时 内 不 可 能 进行 酶 活力 测定 的 话 ， 则 应 将 活检 组 织 冰 冻 并 
贮存 于 一 20C 下 。 


#17 人 肠 粘膜 中 二 糖 酶 类 的 特异 性 (Dahlqvist，1970) 


BS jk 物 底 物 总 活力 的 多 

oe of BB Bs (Be HB ig Ta) 异 麦 芽 糖 >99 
BF 糖 一 50 

E(B (Be oF BB BG ID) 蔗 糖 100 
a 芽 糖 ~25 

Be FB BS IL IM HB VE Be 芽 糖 ~25 
TBS, iit PE Fe HF AS BS) FBT <1 
Ys PRE BS 海 BE 糖 100 
乳 糖 fs 乳 ” 糖 100 
杂 - 有 - 半 乳 糖 区 <50 


匀 浆 的 制备 ”将 10~20 毫克 〈 湿 重 ) 肠 粘膜 与 0.5 毫升 水 及 
玻璃 砂 一 起 在 一 个 小 匀 浆 器 中 磨 碎 。 应 将 组 织 预 先 冷却 ， 在 匀 浆 
WE Hw AKIRA A, SIR 1 一 2 分 钟 后 〈 转 速 每 分 钟 
200~300 转 )。 过 大 的 速度 及 冷却 不 足 都 会 引起 酶 活力 大 大 降低 。 
可 以 将 匀 浆 以 冰冻 状态 保存 , 冰冻 与 融化 并 不 会 影响 酶 活力 。 

用 蒸馏 水 稀释 义 浆 。 用 10~20 毫克 组 织 在 0.5 毫升 水 中 制 


2 


fe SVR IN, 常用 下 列 黎 释 度 : 用 于 测定 麦芽 糖 酶 活力 时 一 一 1:50， 
异 麦 芽 糖 酶 活力 时 一 一 1:20; 转化 酶 活力 时 一 一 1:20; 海藻 糖 酶 活 
力 时 一 一 1:5; 乳糖 酶 活力 时 一 一 1:5。 根 据 各 二 糖 被 分 解 时 形成 
的 葡萄 糖 量 来 测定 二 糖 酶 的 活力 。 用 专 一 的 葡萄 糖 氧化 酶 法 测定 
简 萄 糖 (1. C. JIykomcxkaa, B. K. Topogeukui, 1961), 


a 

二 糖 : BEDE, FREER, ED, VEDA, 乳糖 。 

0.1 妈 磷酸 钠 缓冲 液 (P 瑟 6.0)。 

0.1M 顺 于 烯 二 酸 缓冲 液 ODH6.0)。1.16 克 顺 村 烯 二 酸 溶 于 
15.3 毫升 1XNaOH 中 , 用 水 调 至 100 毫升 ， 测 pH, HB We 
pH 4] 6.0, 

05M 乙酸 缓冲 液 (PH4.8)。 将 240 BF IM 乙酸 钠 深 液 与 
160 毫升 IN 乙酸 及 400 毫升 水 混合 。 

0.1% SBR ARK (100 毫克 邻 联 甲 葵 胶 溶 于 10 毫升 无 水 乙 
醇 中 )。 

葵 甲 酸 饱和 水 溶液 。 

0.3 N Ba(OH),, | 

5% ZnSO, 溶液 。 将 上 述 两 个 溶液 等 体积 混合 时 ， 混 合 液 的 
p 瑟 应 该 是 中 性 的 。 

底 物 “ 制 成 0.056 MAM LATE 0.1 妈 磷酸 缓冲 液 (PH 
6.0) PR 0.1 MMT is — ROP KP PH6.0)), JE W- Beth ma 
小 批量 以 冰冻 状态 贮存 , 用 时 , 取 所 需 量 而 融化 之 。 

葡萄 糖 氧 化 酶 试剂 ”将 10 毫克 过 氧化 物 酶 及 50 毫克 葡萄 糖 
氧化 酶 (苏联 制 ， 活 力 为 90000Qo) 深 于 800 BF 0.5M AMA 
液 中 (PH4.8)， 加 入 10 毫升 0.1% 联 邻 甲 葵 胺 溶液 ， 将 体积 调 到 
1000 毫升 ,， 过滤 后 将 试剂 贮存 在 带 磨 口 塞 的 棕色 瓶子 中 ， 放 于 冰 
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箱 中 。 些 试剂 可 用 1~2 个 月 。 
标准 (原始 ) 葡 萄 糖 溶液 ”90 毫克 葡萄 糖 溶 于 100 SHA MR 
饱和 水 溶液 中 人 5 mi。 这 样 的 葡萄 糖 溶 液 可 贮存 一 年 。 


测定 过 程 


在 刻度 试管 中 加 入 0.1 SHRM AR, BA 37°C 水 浴 中 ， 
几 分 钟 后 加 入 0.1 毫升 底 物 -缓冲 液 混 合 物 , BKM, F 37 C 
保温 60 分 钟 后 ， 立 刻 加 入 0.3 毫升 水 ， 并 于 沸水 浴 中 放 2 分 钟 以 
停止 反应 。 对 照 组 的 试管 中 加 0.1 毫升 稀释 匀 浆 液 ,0.3 毫升 水 及 
0.1 毫升 底 物 -缓冲 液 。 混 匀 后 立刻 放 在 沸水 洽 中 2 分 钟 。 

”冷却 后 向 已 失 活 的 酶 试 样 中 加 入 2.5 毫升 葡萄 糖 氧 化 酶 试 
剂 , 使 生成 蓝 色 , 用 分 光 光 度 计 在 波长 620 nm, 以 2.5 毫升 葡萄 糖 
试剂 与 0.5 毫升 水 的 混合 液 作 对 照 测定 样品 光 密 度 。 将 原始 葡萄 
糖 溶 液 稀 释 ， 使 每 0.5 毫升 溶液 中 含有 0.1, 0.2， 及 0.5 人 凡 葡 区 
糖 ， 以 作为 标准 葡萄 糖 溶 液 。 向 0.5 毫升 标准 葡萄 糖 溶 液 中 加 入 
2.5 毫升 葡萄 糖 氧化 酶 试剂 。 

将 葡萄 糖 氧 化 酶 试剂 加 入 含有 葡萄 糖 的 溶液 中 后 ， 形 成 的 颜 
色 的 强度 逐渐 增加 ，13 一 16 分 钟 后 达到 最 大 ， 保 持 数 分 钟 后 又 慢 
慢 下 降 。 达 到 颜色 强度 的 最 大 值 所 需 的 时 间 及 持续 的 时 间 长 短 与 
葡萄 糖 氧 化 酶 试剂 中 葡萄 糖 氧化 酶 的 浓度 ， 与 测定 时 所 选择 的 温 
度 及 其 它 因素 有 关 。 所 以 , 对 每 一 批 样品 的 测定 都 应 该 摸索 出 达到 
最 大 颜色 强度 所 需 的 时 间 , 以 后 对 每 一 个 样品 测定 时 , 就 要 严格 地 
控制 在 相同 的 时 间 (〈 一 般 在 加 入 葡萄 糖 氧化 酶 试剂 后 14 一 16 分 钟 
用 分 光 光 度 计 进 行 测量 )。 

测定 转化 酶 活力 时 ,用 Ba(OH)，* 及 ZnSO, 3K HF IE RW. W 
此 ， 在 0.2 毫升 保温 后 的 试 样 中 加 入 0.3 毫升 水 及 0.1 毫 升 0.3 
N Ba(OH), 和 0.1 毫升 5% ZnsO， 将 混合 液 搅 匀 。 在 0.5 毫升 
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NX} A RE Re hp HE a ed BA A 0.1 毫升 0.3N Ba(OH), 及 
0.1 BA 5% ZnSO。 将 试 样 在 17008 离心 10 分 钟 。 

从 上 清 液 吸出 0.5 毫升 , 加 入 2.5 毫升 葡萄 糖 氧 化 酶 试剂 , 按 
上 述 方法 进行 测定 。 

按 葡 萄 糖 标准 溶液 制作 的 标准 曲线 计算 二 糖水 解 时 所 形成 的 
葡萄 糖 的 量 。 

能 在 1 分 钟 内 催化 1wM 二 糖分 解 的 酶 量 定 为 二 糖 酶 的 一 个 
活力 单位 。 二 糖 酶 的 比 活 力 以 每 克 蛋 白质 所 具有 的 活力 单位 数 表 
示 ( 表 18)。 


表 18 人 小 肠 粘膜 中 二 糖 酶 的 活力 (Dahlqvist，1970) 


2 活力 (单位 / 克 蛋 白质 ) 
Fe BS BS 266(111~420) 
RE Fie 97(25~183) 
te AY, BB 87(26~138) 
乳糖 BS 44(9~98) 


附注 : 活检 组 织 取 自 十 二 指 肠 与 空肠 交界 区 。 对 22 个 健康 成 年 人 进行 了 测定 ， 振 
号 内 为 二 糖 酶 活力 变动 的 范围 。 


用 于 胎儿 期 Tay-Sachs 症 诊断 及 检 出 疾病 
的 杂 合 子 携 带 者 的 N- 乙 酰 -6B-D- 毛 基 己 糖 
苷 酶 A 活 力 的 测定 法 
VW. B. ULBeTKOoOBa，A. b. 有 osHHa 


遗传 性 糖 脂 代谢 障碍 症 ,特别 是 氨基 已 糖 背 酶 A 缺 乏 症 (Iay- 
Sachs 证 ) 的 确切 诊断 只 有 通过 测定 该 酶 的 活力 才能 完成 。 氨 基 
‘720 * 


已 糖苷 酶 A 不 足 就 导致 上 述 疾 病 。 已 经 证 明 (Okada, O’Brien, 
1969): Tay-Sachs 症 是 由 于 N- 乙 酰 -GB-D- 氨 基 己 糖苷 酶 的 同 功 酶 
A (EC 3.5.1.52) 的 显著 减少 或 缺乏 所 引起 的 。 此 酶 催化 从 神经 
节 苷 脂 GM 2 切 下 末端 残 基 N- 乙 酰 氮 基 半 乳 糖 的 反应 。 因 为 Tay- 
Sachs 症 是 不 治之 症 , 在 早 幼年 期 就 引起 死亡 ， 所 以 必须 在 蝎 儿 出 
生前 作出 诊断 , 以 便 一 旦 确诊 有 这 种 病 时 就 采取 人 工 引 产 。 测 定 症 
膜 液 及 细胞 中 所 含 的 N- 乙 酰 -B-D- 氨 基 己 糖苷 酶 A 的 活力 可 作 
出 诊断 。 为 了 预防 Tay-Sachs 症 也 必须 检 出 杂 合子 携带 者 病人 , 这 
种 病 大 的 酶 活力 只 有 正常 人 的 一 半 左 右 。N- 乙 酰 -6-D- 氨 基 己 
糖苷 酶 A 活 力 的 测定 通常 是 在 白细胞 及 血清 中 进行 的 。 除 了 定量 
的 测定 酶 活力 作为 产 前 诊断 之 外 ， 也 可 用 电泳 法 来 检 出 NAN- 乙酰 - 
B-D- 3k CHEAT BG A 


N-Z&-8-D-AECREMA 活力 的 定量 测定 
方法 原理 

这 个 方法 的 根据 是 : -乙酰 -B-D- 氮 基 己 糖苷 酶 A 是 不 耐 热 
的 ， 将 待 测 的 湿 组 织 样品 于 56"CPH5 下 加 热 3 小 时 , 酶 即 全 部 失 
if (O’Brien et al., 1970)。 正 常情 况 下 ， 组 织 及 体液 中 有 两 种 N- 
乙酰 -6-D- 氨 基 己 糖苷 酶 的 异 构 型 (rao 中 opwa): ARB, 3x4 
同 功 酶 酶 活力 的 累加 值 也 就 是 酶 的 总 活力 。 根 据 加 热 前 (A+B 两 
型 酶 的 总 活力 算 作 100%) 及 加 热 后 ( 耐 热 型 也 的 活力 ) 从 酶 活力 
的 差额 算出 酶 A 的 相对 活力 。 以 对 - 硝 基 葵 -B-D-N- 乙 酰 氨基 葡 
wit (Koch-Light 公司 ， 英 国 ) 为 底 物 ， 当 N- 乙 酰 氨基 已 糖苷 酶 


A 将 它 分 解 时 就 形成 游离 的 酚 ， 后 者 的 数量 可 用 分 光 光 度 计 在 
400 nm 加 以 测定 。 
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研究 的 样品 


将 血液 在 10008 离心 30 分 钟 制备 血清 。 有 0.25~0.5 毫 升 
血清 就 足够 用 作 分 析 了 。 

为 了 制备 白细胞 ， 将 9 BAK 1 BF 6% EDTA (pH 
7.0) 溶 液 相 混 匀 ， 在 冰箱 中 放 过 夜 。 将 血浆 从 血球 物质 土 面 完全 
吸出 , 于 300~600 § 冷冻 离心 15~20 分 钟 ， 除 去 血浆 。 将 白细胞 
沉淀 悬浮 在 1 毫升 水 中 进行 匀 浆 。 用 反复 冻 融 4 次 或 加 Triton 
X-lL00GRAREN 0.2%) 使 白细胞 破坏 。 离 心 后 得 到 的 白细胞 
抽 提 液 就 可 作为 酶 制剂 应 用 。 

从 怀孕 18 星期 的 孕妇 用 羊膜 腔 穿 刺 术 取 出 10 毫升 羊膜 液 样 
品 , 600 g 离心 15 分 钟 分 离 出 细胞 。 将 细胞 在 0.4~0.6 毫升 水 中 
BEAT AR, 按 制备 白细胞 的 方法 作 进一步 处 理 。 


测定 过 程 


将 待 测 样品 (白细胞 或 羊膜 细胞 提取 液 ) 与 0.1M 柠檬 酸 缓冲 
液 (PH4.8) 按 1:1 的 比例 相 混合 ， 而 羊水 及 血清 则 按 3:1 及 4:1 
的 比例 。 将 样品 分 成 两 半 ， 一 份 放 于 冰 中 ， 另 一 份 放 于 56°C KY 
中 加 热 3 小 时 , 然后 从 每 一 份 样品 中 各 取出 两 个 平行 的 试 样 , 每 个 
试 样 的 体积 为 0.2 BF, WMA 0.05 毫升 7,5m M xf-A Ht H-B- 
D-N- 乙 酰 葡 糖 苷 ，37'C 保 温 1 小 时 ， 在 试 样 中 加 入 ,0:35 BF 
5 狗 三 氯 乙酸 溶液 ，600 g 离心 10 分 钟 除 去 蛋白 质 沉 淀 。 在 0.2 一 
0.427 LK PMA 0.4 毫升 甘氨酸 缓冲 液 (PpH10.4) 至 体积 
为 3 毫升 。 用 分 光 光 度 计 C@=-4 波长 400nm 测量 有 色 样 品 的 光 
密度 。 根 据 标 准 曲线 计算 被 酶 切 下 来 的 对 - 硝 基 苯酚 的 量 。 

在 正常 情况 下 , 健康 人 血清 中 N- 乙 酰 -B-D- 氨 基 己 糖苷 酶 入 
的 相对 含量 ， 以 平均 值 计 算 一 般 为 522% (47~69); 杂 合 子 携 带 
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# ——35 % (24~46),, MITE AM ae SY EE Hy 6 1% 
(55~69) 及 40% (25~48), 

正常 人 羊膜 液 中 三 乙酰 -6-D- 氨 基 已 糖苷 酶 A 的 活力 平均 
为 18(12~29), 而 在 羊膜 细胞 中 则 为 31% 《17 一 48)。 羊 膜 液 中 没 
有 酶 的 活力 或 酶 活力 降 到 低 于 10% 的 数值 时 就 应 当 认 为 胎儿 是 
患 了 Iay-s>achs 症 ， 妊 娠 即 应 中 止 。 如 果 时 间 上 可 能 时 最 好 是 在 
羊膜 液 的 培养 细胞 中 测定 AN 乙酰 -B-D- 氨 基 己 糖苷 酶 A 的 活力 。 

为 了 要 迅速 对 羊膜 液 作 出 诊断 可 以 用 电泳 法 检 出 人 乙酰 - 
C-D- 氨 基 己 糖苷 酶 A。 


用 琼脂 糖 凝 胶 电泳 显示 N- 乙 酰 -6-D- 
ABC ee A AA 


这 个 方法 是 根据 同 功 酶 A 及 也 所 带 的 电荷 多 少 不 同 ， 从 而 使 
这 两 种 乙酰 -6-D- 氨 基 己 糖 背 酶 具有 不 同 的 电泳 迁移 率 。 

按 Ohman 等 人 (1971) 的 方法 在 琼脂 糖 凝 胶 上 进行 电泳 。 凝 
胶 板 按 下 法 制作 :在 载 玻 片 (2.5x8cm) 上 倒 上 2 毫升 1% 琼 脂 糖 
YAM CAT PH6.0 的 0.0447 磷酸 -乙酸 盐 缓 冲 液 中 六 SIA 
先 在 沸水 浴 中 加 热 30 分 钟 。 将 胶 板 在 一 个 潮湿 的 匣子 中 2 C 放 24 
小 时 。 在 凝 胶 板 中 间 横 向 的 位 置 上 加 上 10 微 升 原始 的 或 浓缩 2~ 
3 倍 的 羊水 或 羊膜 细胞 提取 液 。 将 6 块 凝 胶 板 一 起 放 入 通 有 冷却 
水 的 电泳 槽 内 43 一 5 C)。 电 泳 的 条 件 :0.04 凡 乙酸 -磷酸 盐 缓冲 液 
(PH6.0), 电压 200 V， 电 流 50~60 mA， 电 泳 时 间 工 小 时 。 电 泳 
后 在 凝 胶 表 面 上 倒 上 底 物 溶液 : 1mM 4- 甲 基 锌 形 基 -B-D-TYN- 乙 
EASE RF ~(4-methylumbelliferyl-@G-D-N-acetylglucosa- 
minide) (¥§T0.1M tr RRYAM , pH4.4) 37°C fRild 1 小 时 ， 然 
后 倾 出 底 物 , FEE BE i Eat He MG 1 MEY aR Be ER 
(PH 11.0), 根据 从 底 物 中 被 酶 切 下 来 的 4- FA Eee Ad ZE 366 nm 
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Be AAG RT Pr Pe AE BY Se a we HH A 2 BAS GY A AY 
此 , 采用 BUO-1 型 紫外 光 灯 。N- 乙 酰 -B-D- 氨 基 己 糖苷 酶 A 呈 条 
带 状 走 在 阴极 一 端 , 而 了 型 酶 位 于 原点 或 稍 向 正极 移动 。 患 1ay- 
Sachs 症 的 胎儿 中 见 不 到 和 A 酶 (图 9)。 


9 _N- 乙 酰 -B-D- 氢 基 已 糖 背 酶 A 及 也 的 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 分 高 
1 一 正常 ，2? 一 “Tay-Sachs 证 


糖 原 积 累 症 的 生化 诊断 方法 
WU. A. Ilonosa, VU. B. HOCOB 


糖 原 病 或 糖 原 积累 症 是 遗传 病 。 这 种 病 是 由 于 缺乏 某 种 分 解 
糖 原 的 酶 或 这 种 酶 的 活力 不 足 所 引起 的 。 糖 原 积累 症 的 特征 是 病 
人 的 病变 器 官 或 组 织 中 有 大 量 糖 原 的 积累 。 目 前 在 文献 中 已 记载 
有 上 几 百 个 病例 。 已 经 确定 , 糖 原 积 累 症 的 分 布 为 1:40000。 

根据 临床 症状 可 将 糖 原 积累 症 分 成 肝 型 、 肌 肉 型 及 全 身 型 三 
型 。 根 据 所 缺 酶 的 性 质 可 将 糖 原 积累 症 分 成 许多 类 型 ( 表 19)。 

糖 原 积累 症 的 生物 化 学 诊断 分 两 步 进 行 : 第 一 步 是 用 某 种 粮 
或 激素 作 负荷 试验 。 应 用 这 种 负荷 试验 可 以 将 糖 原 积 累 症 与 临床 
症状 相似 的 其 它 疾病 区 分 开 来 。 第 二 步 是 进行 病变 组 织 \ 肝 、 肌 肉 ) 
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表 19 糖 原 积 累 症 分 类 


病 ， 型 


病 的 名 称 梅 的 缺陷 | RIA E 
ao Von Gierke 4 -6- BEA 肝 、 肾 、 小 肠 粘 膜 | 肝 型 


IA), Pompe 氏 定 | 酸性 x- 葡 糖 背 酶 “| AMMA | 全 身 型 


| se 肝 、 肌 肉 ,白细胞 。 | 肝 弄 
本 化 本 肌肉 肌肉 型 
机 型 , Hers 氏 症 | 同 上 肝 肝 开 

me omson | 磷酸 葡萄 糖 变 位 酶 | 肝 、 肌 内 肝 型 肌肉 型 
而 型,Tarai 民 症 | meee | at. 肌肉 型 
区 型 ,Xar eae 。 | RRC | 肝 弄 

X 弄 蛋白 激酶 肝 BY 


的 活检 ， 测 定 这 些 活 检 标 本 中 的 糖 原 含量 和 糖 原 的 结构 以 及 测定 
与 糖 原 代谢 有 关 的 酶 的 活力 。 应 用 这 种 两 步 检查 法 就 可 最 后 确定 
糖 原 积 累 症 及 其 类 型 。 

测定 肝 型 糖 原 积 累 症 病人 血液 中 〈 空 腹 和 用 糖 与 激素 作 负荷 
后 ) 葡 萄 糖 , 还 原 性 物质 及 乳糖 的 含量 。 取 0.1 毫升 毛细 血管 血 作 
分 析 。 用 0.4 毫升 0.3 N ZnSO, Www 0.4 BF 0.3 NNaOH yf 
液 沉 演 蛋 白质。 用 水 将 试 样 体积 补足 到 2 毫升 , 离心 , 测定 上 清 液 
中 糖 的 含量 : 

1) 测定 葡萄 糖 用 葡萄 糖 氧 化 酶 法 (4 C. JIyKOMCKan，B. K. 
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Topogeuxuh, 1961), 
2) 测定 还 原 糖 按 Nelson 法 (1944)。 
3) Wl) Ze i ZL eA XY #3 — AE AFA) (Barker, Summerson, 
1941), 


负荷 试 验 
糖 负 Tey 


做 负荷 试验 前 两 个 星期 内 病人 膳食 中 的 脂肪 、 糖 及 蛋白质 的 

量 应 按 年 龄 计算 定量 供给 。 最 后 一 次 进餐 后 12 DAP 25~30% 
的 糖水 ,用 量 按 下 列 数 据 计算 : 

‘OR 8 Gh) /##E(AA) 

0~6 个 月 3.0 

7 一 霸 个 月 1 2.5 

1~3 2.0 

4~16 8 1.75 

Kk A 1.0 


最 低 剂 量 为 10 殉 ， 最 高 不 得 超过 50 TORE, AH eR RE 
的 儿童 及 小 于 工 岁 的 病人 作 负 和 荷 试验 时 , 应 在 最 后 一 次 进餐 后 5 一 
7 小 时 开始 。 服 糖 前 15 分 钟 及 临 进 餐 前 取 毛 细 管 血 ， 服 糖 后 每 隔 
15, 30, 60, 90, 120, 150 及 180 分 钟 取 血 。 

Xe FT Dk AR AE Js ABR TV 28 GR SC Eb, ABA AIK 
PHIL, AL AUPE AA ATE CR ad HE -6- BRR) HI AA SL 
糖 血 症 及 低 血 糖 血 症 ( 空 腹 ) 的 症状 。 

在 葡萄 糖 负荷 的 情况 下 ， 几 乎 在 所 有 各 类 糖 原 积累 症 病人 的 
血 中 都 可 以 观察 到 葡萄 糖 含量 的 长 时 间 升 高 ， 而 在 亚 型 糖 原 积累 
证 中 (淀粉 1 6- 葡 糖苷 酶 缺乏 ) 发 现 有 特别 的 血糖 曲线 的 多 峰 性 。 
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所 有 各 类 糖 原 积累 症 中 ( 除 I 型 外 ) 乳 糖 的 含量 要 么 没有 变化 ， 要 
入 只 有 很 不 明显 的 增加 。 在 工 型 糖 原 积 累 证 中 作 葡 萄 糖 负荷 试验 
时 会 引起 血 中 乳糖 含量 的 降低 。 

在 检 出 肝 型 糖 原 积 累 症 时 , 乳糖 负荷 试验 具有 极 大 的 意义 。 注 
射 乳 糖 后 引起 糖 原 积 累 症 患者 的 末 畏 血 中 乳糖 含量 明显 升 高 。 由 
FA RA ER BEEN ER, REA | RR AE I AA 
作 乳 糖 负荷 试验 。 有 肝 糖 原 积 累 症 的 病人 , TEFL BE tor Ja, 几 竹 所 
有 出 现 于 血液 中 的 糖 都 是 葡萄 糖 ， 但 是 正常 人 血糖 升 高 是 由 乳糖 
引起 的 。 


肾上腺 素 负荷 


fe LAR ARE, 应 在 注射 肾上腺 素 前 15 分 钟 及 在 临 注射 
之 前 取 血 样 作 分 析 。 然 后 肌肉 注射 0.1% 肾上腺 素 ， 按 每 岁 0.1 
毫升 计算 , 但 总 量 不 得 超过 1 毫升 。 注 射 肾 上 腺 素 后 20, 40, 60, 80, 
100 分 钟 取 血 作 分 析 。 

众所周知 , 在 正常 情况 下 , 注射 肾上腺 素 会 引起 血 中 葡萄 糖 含 
量 增加 。 肾 上 腺 素 负荷 时 ，I 型 糖 原 积 累 症 病人 中 未 发 现 血 葡萄 
糖 增加 。 亚 型 糖 原 积累 症 病人 中 ， 进 餐 后 短 时 间 内 作 肾 二 腺 素 负 
荷 时 ， 跟 正常 人 一 样 也 引起 血 关 萄 糖 增高 。 但 在 空腹 时 作 负 荷 试 
验 时 ， 不 引起 血糖 的 增加 。 注 射 肾上腺 素 后 研究 糖 原 积 累 症 病人 
的 血 乳 糖 曲 线 时 未 见 与 正常 人 的 昌 线 有 明显 的 偏离 ， 但 是 工 型 糖 
原 积累 症 病 人 在 注射 肾上腺 素 后 血 乳 糖 含量 明显 升 高 。 


局 部 负荷 试验 


对 肌肉 型 糖 原 积累 症 病人 所 作 的 第 一 步 研 究 是 作 局 部 负荷 试 
验 。 这 种 试验 的 目的 是 弄 清 肌肉 中 糖 原 分 解 的 紊乱 , 可 根据 在 局 部 
条 件 下 肌肉 收缩 后 乳糖 形成 的 量 来 判断 这 种 兹 乱 的 情况 〈Ihom- 
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son.，1963)。 试 验 在 空腹 进行 。 给 病人 手 上 带 上 两 只 血压 计 袖 
带 。 第 一 只 袖 带 绑 在 前 臂 下 部 1/3 处 。 打 入 空气 至 200mm RE, 
一 直 保 持 到 试验 结束 。 这 样 做 的 目的 是 为 了 消除 手 上 动 -静脉 分 
流 。 第 二 只 袖 带 绑 在 上 臂 中 间 1/3 Ab, 从 肘 静 脉 抽取 血样 ,给 袖 带 
加 压 至 200 mm 未 柱 。 让 病人 工作 (活动 ) 伍 秒 钟 ， 同 时 从 血压 计 
寺 取 下 梨 形 球 。 病 人 工作 开始 后 2 分 钟 取 下 绑 于 上 臂 的 袖 带 ， 在 
10~15 分 钟 内 从 肘 静 脉 取 血 1 毫升 ， 放 入 盛 有 5 毫克 NaEF 的 试 
管 中 , 将 试 样 离心 , 测定 血浆 中 葡萄 糖 及 乳糖 的 浓度 。 对 健康 人 作 
局 部 负荷 试验 时 发 现 乳 糖 升 高 至 0.3~0.5 克 / 升 ， 而 在 肌 糖 原 分 
解 受到 破坏 的 病人 血液 中 的 乳糖 含量 则 没有 升 高 ， 或 具有 很 不 明 
显 的 升 高 (0.05~0.1 克 / 升 )。 

为 了 最 后 确定 糖 原 积 累 症 的 类 型 ， 要 进行 肝 组 织 及 肌肉 组 织 
的 活检 。 测 定 活 检 样 品 中 糖 原 的 浓度 、 结 构 及 与 糖 原 代 谢 有 关 的 
酶 的 活力 。 首 先 应 该 测定 的 酶 是 磷酸 化 酶 、 演 粉 -1, 6- 葡 糖苷 酶 、 
葡萄 糖 -6- 磷 酸 酶 及 酸性 a- 葡 萄 糖 糖苷 酶 。 


活检 组 织 的 分 析 


用 穿刺 或 手术 取 肝 或 肌肉 的 活检 材料 。 将 它 迅 速 放 入 于 爆 的 
小 试管 中 , 紧密 盖 住 ,用 于 冰 在 一 78"C 立 刻 将 待 测 材料 冻结 ， 可 保 
存 数 天 。 因 某 种 原因 而 融化 了 的 组 织 不 能 再 次 结 冻 ， 也 不 能 再 用 
于 分 析 ， 因 为 融化 后 某 些 酶 已 失 活 了 。 者 只 要 得 到 有 关 酶 活力 及 
糖 原 含量 的 最 低 限 度 的 信息 , 只 需要 30 SHIT AA 200 Sve 
肉 组织 就 足够 了 。 为 了 进行 全 部 分 析 并 得 到 某 些 额外 的 资料 ， 最 
好 有 一 克 左 右 的 组 织 。 


组 织 中 糖 原 的 含量 及 结构 的 测定 
为 了 分 离 糖 原 将 10 毫克 肝 或 100 毫克 肌肉 放 入 盛 有 1 毫升 
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30% KOH 的 试管 中 , 在 沸水 浴 中 加 热 30 分 钟 ， 然 后 将 试管 冷却 ， 
加 3 毫升 9% 儿 乙醇 ,在 冷 处 放 5 小 时 , 离心 , 形成 的 沉 汪 用 70% Z 
醇 洗涤 四 次 ， 放 真空 干燥 器 中 干燥 。 将 试 样 中 的 糖 原 用 酸 或 酶 分 
解 后 , 用 葡萄 糖 氧 化 酶 法 测定 形成 的 葡萄 糖 的 量 。 为 此 , 将 所 得 糖 
原 沉 淀 溶解 于 2 毫升 水 中 , 取 0.1 毫升 作 水 解 。 

用 酸 水 解 时 , 在 0.1 毫升 溶液 中 加 入 0.5 ZF 1 NH,SO,, 在 
沸水 浴 中 加 热 3 小 时 后 将 样品 冷却 ,用 1NNaOH 中 和 , LA BK PE 
指示 剂 , 测定 形成 的 葡萄 糖 量 。 用 酶 水 解 时 , 于 0.1 毫升 溶液 中 加 
入 0.2 毫 升 0.2 凡 乙酸 缓冲 液 (PH 4.8， 每 毫升 含有 5 Bobet 
葡萄 糖苷 酶 ), 能 把 糖 原 完全 酶 解 成 葡萄 糖 用 蒸 馆 水 将 混合 液 总 体 
积 调 到 1 SF. 

在 30 C 保 温 3 小 时 ,直接 测定 试 样 中 葡萄 糖 的 含量 。 为 了 计 
算 糖 原 的 含量 , 将 测 得 的 葡萄 糖 量 乘 系数 0.93。 

如 果 肝 组 织 的 量 很 少 不 足 以 分 离 糖 原 时 ， 可 采用 更 为 简单 的 
方法 测定 肝 组 织 中 糖 原 的 含量 (Huijjing，1970)。 为 此 , 720.1% 
升 1 多 组 织 匀 浆 中 加 入 0.2 BH 0.2M ARB rR (pH 4.8, 含有 
淀粉 葡萄 糖苷 酶 5 毫克 /毫升 )，30C 保 温 3 小 时 ， 测 定 葡萄 糖 含 
量 。 

FA Krisman 《1962) 提 出 的 方法 用 CB- 淀 粉 酶 研究 分 离 出 来 的 
糖 原 的 结构 。 

Krisman 法 包括 测定 多 糖 与 碘 的 复合 物 的 吸收 光谱 及 最 大 吸 
收 的 位 置 , 后 者 与 被 研究 的 多 糖 的 结构 有 关 。 例 如 , 碘 与 糖 原 的 复 
合 物 ， 其 最 大 吸收 在 410~460 nm， 碘 与 极限 糊 精 (由 于 磷酸 化 酶 
作用 而 形成 的 带 有 短 侧 链 的 糖 原 ) 的 复合 物 一 一 390nm, 碘 与 支 链 
尝 粉 复合 物 一 一 540nm。 测 定时 , 在 体积 为 0.2 毫升 的 含有 30~ 
50 微克 糖 原 的 试 样 中 加 入 1.3 毫升 Krisman 试剂 。 这 个 试剂 的 
制备 法 如 下 : 在 用 前 将 26 SFP 5.55 MCaCl, 与 0.1 毫 升 2.6% I, 


时 和 


me 


YAU GA F 26% KI oki) AE A. FA pee Le ERK R350~ 
620 nm 范围 内 测 出 吸收 光谱 。 

也 可 以 根据 在 CB- 洗 粉 酶 作用 下 多 糖水 解 的 程度 来 判断 多 糖 
的 结构 。 已 知 在 这 个 酶 作用 下 糖 原 的 分 解 是 一 50 匈 ， 极 限 糊 精 的 
分 解 是 一 15 一 20 儿 , 支 链 淀 粉 的 分 解 是 评 65 狼 。 为 了 测定 其 含量 
取 0.4 毫 升 含 有 40 微克 左右 的 多 糖 溶 液 ， 加 0.1 毫 升 0.021 乙 
酸 缓冲 液 (P 也 5.0), 缓冲 液 中 含有 B- 淀 粉 酶 ， 其 终 浓 度 为 每 毫升 
2 毫克 。 加 入 0.1 25+ 0.3.N Ba(OH), 及 0.1 毫 升 0.3N ZnSO, 
以 停止 反应 ， 将 试 样 离心 ,用 Nelson 法 测定 上 清 液 中 还 原 糖 的 含 
量 , 用 前 面 所 述 的 酶 学 方法 测定 样品 中 多 糖 的 准确 浓度 , 然后 算出 
由 C- 淀 粉 酶 引起 的 多 糖水 解 的 百分比 。 


酶 活力 的 测定 


用 微量 法 (Hers, ;1964) 测 定 组 织 中 酶 的 活力 。 将 活检 组 织 称 
重 ， 剪 碎 ,与 9 倍 及 99 倍 量 的 燕 馅 水 一 起 匀 浆 。 匀 浆液 可 贮 存 于 
冰 中 供 几 小 时 内 作 研 究 之 用 , 也 可 让 它 冰 冻 贮 存 。 将 匀 浆 液 ; 特别 
是 将 稀释 的 匀 浆 液 反 复 冻 融会 使 某 些 酶 的 活力 丧失 凡 所 以 首先 要 
测定 不 稳定 的 酶 : 磷酸 化 酶 及 葡萄 糖 -6- 磷 酸 酶 。 


磷酸 化 酶 ( 4-a-D- 葡 聚 糖 : 正 磷酸 -a- 葡 萄 糖 
基 - 转 移 酶 , EC 2.4.1.1) 


磷酸 化 酶 催化 由 糖 原 分 子 的 非 还 原 端 葡萄 糖 残 基 转 移 无 机 磷 
酸 的 可 逆转 移 反 应 。 这 个 酶 以 彼此 可 以 互相 转化 的 形式 存在 : 可 
将 它们 分 成 活化 型 > 与 4 非 活化 型 >。“《 活 化 型 > 的 磷酸 化 酶 在 没有 
AMP 时 也 能 显 出 自己 的 活力 。“《 非 活化 型 > 的 磷酸 化 酶 或 者 在 有 
AMP 时 也 无 活力 (如 肝 磷 酸化 酶 ) 或 者 具有 在 AMP 存在 时 才 有 
1 J COL VA Bi PR ACNE) 
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所 以 在 肝 中 能 测定 的 只 是 活化 型 磷酸 化 酶 ， 而 在 肌肉 中 则 对 
总 的 磷酸 化 酶 活力 (有 AMP 存在 时 ) 与 单独 的 磷酸 化 酶 活力 〈 无 
AMP 时 ) 都 可 以 测定 。 

利用 在 有 AME 或 无 AMP 存在 的 情况 下 酶 具有 从 葡萄 糖 -1- 
磷酸 释放 出 无 机 磷 的 能 力 , 可 以 测定 组 织 匀 奖 中 磷酸 化 酶 的 活力 。 
底 物 混合 液 含有 : 0.1 M] Fei i BE-1- BERR, 2 % BER, 0.03 M AMP, 
0.2MNaF(pH 6.1), £0.05 毫升 底 物 混 合 液 中 加 入 0.05 毫升 
1% HAAR, 37"C 保 温 0, 10, 20, 40 分 钟 。 保 温 后 , 加 入 0.5 毫升 
10%M=ACLBR3.7T 毫升 冰冷 蒸 饮水， 离心 除去 形成 的 沉淀 ， 按 
Fiske-Subbarow 法 测定 上 清 液 中 形成 的 无 机 磷 含 量 。 为 此 , 在 样 
m PMA 0.5 毫升 含有 等 体积 的 2.5% FRB 5NH,SO, 的 混 
合 液 及 0.2 毫升 氨基 蔡琴 磺 酸 钠 碱 性 溶液 。10 分 钟 后 ,， 测 定 620 
nm 的 光 密 度 ， 计 算出 无 机 磷 的 含量 。 在 这 样 的 条 件 下 ， 释 放出 的 
无 机 磷 的 量 与 反应 时 间 及 酶 量 成 正比 。 

用 工 克 组 织 在 工分 钟 内 能 释放 出 的 磁 的 人 人 改 数 表示 酶 的 活力 
单位 。 正 常人 肝 组 织 的 酶 活力 为 15~55 单位 ， 肌 肉 则 为 60~140 
单位 。 一 般 说 ， 如 果 骨 骼 肌 中 完全 没有 磷酸 化 酶 ,表示 患 有 Mar- 
Apzmra 氏 症 ( 糖 原 积累 证 V 型 )。 对 于 糖 原 积累 症 克 型 来 说 ， 肝 用 
磷酸 化 酶 活力 降低 是 其 特征 。 


淀粉 -也 6- 葡 萄 糖苷 酶 ( 糊 精 -6-a- 葡 萄 糖 
苷 酶 , EC3.2.1.33) 

YE W-1, 6- 葡 萄 糖苷 酶 是 催化 糖 原 分 子 上 分 又 点 上 的 @-1, 6- 
键 分 解 的 酶 。 糖 原 磷酸 解 时 形成 极限 糊 精 , 极限 糊 精 先 受 寡 聚 -1， 
4-1 4- 葡 聚 糖 转移 酶 ( 酶 的 转移 活力 ) 的 作用 , 然后 在 淀粉 -1, 6- 葡 
萄 糖苷 酶 的 作用 下 水 解 出 葡萄 糖 ( 酶 的 水 解 活力 )。 

一 般 , 为 了 测定 这 个 酶 在 组 织 中 的 活力 , 以 糖 原 极限 糊 精 作为 | 
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ney, FEU ze FAA SE Ah BE I TT A a, HO. 05 
ZF 1% BASH, 50.05 BHAA 2% 磷酸 化 酶 的 极限 糊 精 ， 
0.1M 组 氨 酸 (PH6.5),5mMEDIA 的 底 物 混 合 液 相 混 匀 5 极限 
糊 精 按 Hers 法 制备 (Hers，1964)。 将 此 混合 液 于 37C 保温 2 小 
时 。 对 照 试验 不 保温 。 为 了 考虑 到 组 织 匀 浆 中 还 有 其 它 葡萄 糖苷 
酶 对 谋 物 的 作用 ， 同 时 将 组 织 匀 浆液 与 含有 与 极限 糊 精 的 量 相同 
的 糖 原来 代替 极限 糊 精 作为 底 物 混合 液 进行 保温 。 保 温 后 用 等 体 
积 (0.05 毫升 ) 的 0.15 M Ba(OH)， 及 0.15 MZnSO, 混合 液 沉 淀 
蛋白 质 , 加 入 0.5 毫升 水 ， 离 心 除 去 沉淀 ,用 葡萄 糖 氧 化 酶 法 测定 
上 清 液 中 形成 的 葡萄 糖 量 。 计 算 1 克 组 织 工 分 钟 内 能 形成 的 葡萄 
糖 人 M 数 表示 淀粉 -1, 6- 葡 萄 糖苷 酶 的 活力 单位 。 

正常 人 的 肝 及 肌肉 中 淀粉 -1 6- 葡 萄 糖苷 酶 的 活力 分 别 在 
0.4~ -1.2 及 0.2~0.7 单位 的 范围 内 。 如 果 肝 及 肌肉 中 完全 没有 
淀粉 -1 6- 葡 萄 糖苷 酶 , ARORA BEE. RHR 
乏 的 组 织 部 位 ( 肝 , 肌肉 )， 也 根据 所 缺乏 的 是 淀 糊 -1, 6- 葡 萄 糖苷 
酶 的 那 一 种 酶 活力 (转移 活力 还 是 水 解 活力 ) 可 把 糖 原 积 累 症 亚 型 
分 成 四 种 亚 型 (a, b, c, d)。 亚 型 糖 原 积累 症 的 特点 是 在 病变 组 织 中 
含有 短 侧 链 的 糖 原 ( 极 限 糊 精 ) 的 积累 。 所 以 ， 也 把 亚 型 糖 原 积 累 
证 称 为 极限 糊 精 积累 症 。 


葡萄 糖 -6- 磷 酸 酶 (D- 葡 萄 糖 -6- 磷 酸 酯 磷 
酸 水 解 酶 ，EC 3.1.3.9) 


葡萄 糖 -6- 磷 酸 酶 是 催化 从 葡萄 糖 -6- 磷 酸 分 解 出 磷酸 的 特异 
酶 。 在 人 体 中 已 在 肝 、 肾 及 小 肠 粘膜 中 发 现 这 种 酶 。 肝 脏 匀 浆 在 
37°C, PH 5.0 PY, Ail 4d HH -6- BER AE TE ILA) BEA SES IE. AGE 
il 4d PH - 6 — ERR Sy 2A A IR — iB PRA JA 7a 2d 6 — DF PRE OR 
HY FC OL BE He ce a 2a FH -O- BERT, A EDTA 存在 时 酶 反 
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应 在 1 小 时 内 是 成 直线 的 (无 机 磷 含 量 的 增长 与 时 间 成 正比 )。 为 
了 测定 葡萄 糖 -6- 磷 酸 酶 的 活力 , 将 0.1 毫升 混合 液 〈0.1 葡萄 
糖 -6- 磷 酸 二 钠 盐 深 于 2mMEDIA Ym, pH6.5)50.1 SH 
1 色 组 织 匀 浆 相 混合 ，37"C 保 温 60 分 钟 。 对 照 试 样 不 保温 。 测 定 
组 织 匀 浆 中 该 酶 活力 时 , 特别 是 当 酶 活力 很 低 时 , 十 分 重要 的 是 要 
考虑 到 非特 异性 磷酸 酶 对 底 物 的 水 解 。 为 此 ， 要 设置 一 组 对 照 试 
验 。 在 对 照 试 验 中 , 特异 性 的 葡萄 糖 -6- 磷 酸 酶 在 酸性 PH 下 保温 
时 即 失 去 活力 。 为 此 , 在 0.1 毫升 1 多 组 织 匀 浆 中 加 入 0.01 毫升 
0.1MZ BRM IR (PHS.0), 37°C Rik 5 分钟， 然后 于 混合 液 中 加 
入 撒 物 ， 保 温 60 分 钟 。 保 温 后 ， 按 Fiske-Subbarow 法 测定 实验 
及 对 照样 品 中 所 形成 的 无 机 磷 含 量 , 计算 出 特异 的 葡萄 糖 -6- 磷 酸 
酶 的 活力 。 并 以 每 克 组 织 在 1 分 钟 内 所 形成 的 无 机 磷酸 的 岂 权 数 
来 表示 酶 的 活力 。 正 常人 肝 中 葡萄 糖 -6- 磷 酸 酶 活力 为 4~13 单 
位 。 完 全 没有 该 酶 活力 是 Von Gierke iE HRB A IE I B®) 的 
特征 。 


酸性 a- 葡 萄 糖苷 酶 (14-a-D- 葡 聚 糖 -葡萄 
糖水 解 酶 (EC3.2.1.3) 


酸性 a- 葡 萄 糖苷 酶 是 从 多 糖 、 朝 糖 及 麦芽 糖分 子 的 外 部 侧 链 
切割 下 葡萄 糖 的 酶 。 这 个 酶 在 PH4.0~5.0 范围 内 表现 出 最 大 活 
力 ， 这 个 酶 位 于 溶 酶 体 中 。 常 在 活检 组 织 的 组 织 匀 浆 中 测定 该 酶 
水 解 麦 芽 糖 形成 葡萄 糖 的 能 力 。 为 此 , 在 0.05 毫升 0.5 儿 麦芽 糖 
溶液 , 0.05 毫升 0.1 人 乙酸 缓冲 液 (p 瑞 4.0) 的 混合 液 中 加 入 0.05 
毫升 1 多 肝 组 织 勺 浆 ( 或 10 锡 肌肉 匀 浆 )，37C 保 温 2 小 时 。 对 照 
试验 不 保温 。 加 入 等 体积 40.05 毫升 ) 0.15 M Ba(OH) 及 0.15 M 
ZnSO, 以 终 目 反应。 离心 ， 用 葡萄 糖 氧 化 酶 法 测定 上 清 液 中 所 形 
成 的 葡萄 糖 量 。 计 算 每 克 组 织 1 分 钟 内 所 形成 的 葡萄 糖 的 KM 数 

.133 ， 


以 表示 酸性 a- 和 葡萄 糖苷 酶 的 活力 。 正 常人 的 肝 及 肌肉 中 o- 葡 萄 
粳 昔 酶 的 活力 分 别 在 0.6~2.4 及 0.05~0.15 单位 的 范围 内 。 肝 、 
LD SF HDL PR SRE a- 葡 萄 糖苷 酶 是 Pompe 氏 症 Che JR AR 
Fake WE!) APE. | 

所 以 , 为 了 诊断 糖 原 积累 症 及 确定 其 类 型 , 必须 进行 上 述 全 部 
分 析 。 ST RSE 
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Fe = BB a 
生物 活性 肽 、 蛋 白质 及 参与 这 些 肽 
及 蛋 白 质 代 谢 的 酶 的 研 守 方法 


根据 血管 紧张 肽 工 的 三 肽 测定 人 血清 中 羧基 组 
织 蛋 白 酶 ( 肽 酰 - 二 肽 酶 ) 活 力 的 灵敏 菊 光 法 
JI. B. IIapxrHXHHa，IO. E. Enuceesa, 

B. ®. Ilo3qHes, B. H. Opexosuy 


羧基 组 织 蛋 白 酶 ( 肽 酰 - 二 肽 酶 ，EC3.4.15.1) 是 有 机 体 组 织 
中 的 血管 活性 肽 \ 血 管 紧 张 肽 开 的 持 抗 物 及 血管 舒缓 激 肽 ) 含 量 的 
调节 系统 的 成 分 之 一 。 羧 基 组 织 和 蛋白 酶 首先 由 苏联 医学 科学 院 生 
化 及 医学 化 学 研究 所 从 公牛 肾脏 分 离 出 来 (TD +E. Esnceesa, B. 
再 .OpexoBHd, 1963), #8 FERIA sz (tO. E. Ennuceesa, B. H. 
Opexosuy, JI. B. Ilapauxuna, JI. Il. Amexceenko, 1970) 及 其 
它 作 者 的 资料 CYang et al.，1970)， 肽 酰 -二 肽 酶 不 仅 催化 血管 
紧张 肽 工 转变 成 血管 紧张 肽 开 , 也 破坏 血管 舒缓 肽 。 

为 了 测定 这 个 酶 的 活力 ， 提 出 了 好 几 种 方法 。 这 些 方法 在 鉴 
定 由 酶 切割 人 工 合成 的 底 物 时 所 形成 的 终 产物 的 方式 上 有 所 区 
别 。 从 我 们 的 观点 看 来 , 其 中 最 简单 并 且 很 准确 的 方法 是 Piquil- 
loud 等 人 (1970) 提 出 的 方法 。 根 据 这 些 研 究 工作 者 的 工作 , 我 们 
镀 究 了 在 人 血清 中 测定 羧基 组 织 和 蛋白 酶 活力 的 条 件 。 


方法 原理 
这 个 方法 的 基础 是 测定 组 氮 酰 - 亮 氮 酸 的 荧光 , 它 是 在 羧基 组 
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织 蛋白 酶 作用 下 从 血管 紧张 肽 工 即 三 肽 (CBz 葵 丙 -组 - 亮 ) 的 C- 未 
WOT KM, AAR RAR 〈 还 有 游离 的 组 氨 酸 及 N- 端 为 组 
氨 酸 并 带 有 游离 o- 氨 基 的 多 肽 ) 在 碱 性 环境 中 与 葵 邻 二 本 形成 稳 
定 的 荧光 原 。 不 含有 游离 氨基 的 组 氨 酸 原始 底 物 不 能 与 二 醛 发 生 
反应 , 因此 也 就 不 发 生 荧 光 。 所 以 , 可 以 根据 被 研究 的 溶液 中 荧光 
强度 的 增加 来 鉴定 羧基 组 织 蛋白 酶 的 活力 。 

这 个 方法 用 起 来 很 简单 , 只 需要 化 很 少 的 时 间 , 从 灵敏 度 上 说 
也 不 次 于 放射 性 同位 素 法 。 只 要 0.003 毫升 血清 就 够 用 来 进行 测 


试剂 及 材料 


血清 。 用 全 血清 作 测 定 。 可 以 将 血清 在 冰冻 状态 贮存 7~10 

KR, 羧基 组 织 蛋 特 酶 的 活力 几乎 不 变 。 

1mM 组 氮 酰 - 亮 氨 酸 (原始 标准 溶液 )。 将 5.36 毫克 组 氨 酰 - 
亮 氨 酸 溶解 于 20 BH BARON 0.2N HCL 酸化 的 甲醇 中 ( 约 
用 0.2 毫升 盐酸 )。 将 溶液 贮存 在 带 磨 口 塞 的 瓶子 中 , BOOKA 

葵 邻 二 醛 。 将 市 售 试剂 用 热 庚 烷 或 己 烷 重 结晶 。 为 此 ， 称 取 
二 醛 将 它 在 热 水 洽 中 深 于 最 少量 的 庚 烷 中 。 将 溶液 小 心地 倒 出 ， 
与 褐色 的 不 溶解 沉淀 分 开 。 将 溶液 放 于 冰箱 中 。 将 析出 的 结晶 
〈 亮 柠檬 黄色 ) 吸 滤 出 来 ;在 'CaCl 上 干燥 后 贮存 于 棕色 瓶 中 Bou 
箱 内 。 临 测定 之 前 用 重 蒸 甲醇 配制 成 1% 的 溶液。 

0.2M Tris Yyk*, 2.42 克 Tris YF 100 BT BA KP, 
存 于 冰箱 。 

0.2 N HCL 

0.05 M Tris- HCl 43h YR (pH7.4), F- 50 Ft 0.2 M Tris 
溶液 中 加 入 41~42 毫升 0.2 N HCICA pH ++ 234i), INE 

* FRA KISIR ABFA ARNG KRG. RIM I e e 
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至 200 毫升 。 在 配制 好 的 缓冲 液 中 加 入 NaCl ke BE 0.1 M 
(5.85 克 /100 毫升 )。 存 放 于 冰箱 中 不 应 超过 7 天 。 

2N NaOH 溶液 。 

6 N HCl 溶液 。 

0.9% NaCl WR, 

200% =A ZLRBM, THRAEA LIRA ARE HH 5 HE HR WY AR 
质 。 为 了 除去 这 些 杂 质 , 将 三 氯 乙酸 用 空气 冷凝 管 在 沙 洽 上 蒸 饮 ， 
收集 沸点 195.5°C 的 部 分 。 

FAR, FEARS PAR, 收集 沸点 64'C 的 部 分 。 

底 物 ”N-a- 葵 氧 基 痰 基 -L- 苯 两 氨 酰 -L- 组 氨 酰 - 工 - 亮 氮 酸 
(缩写 成 CBz-Phe-His-Leu) , 

a) 合成 : 1 AA - EAR RA Fy NaHCO; 在 磁力 搅 
拌 器 搅拌 及 缓 缓 加热 下 (~40C) 深 于 10 毫升 水 中 , 溶液 中 加 入 10 
ZS AR, 冷却 至 ~20 C,， 在 撑 拌 下 分 批 将 2 ct N-BAT OR 
WEBER N-a=- 芝 氧 基 痰 基 茶 两 氨 酸 溶液 (Anderson et al., 1964) 
加 入 10 毫升 二 氧 已 环 中 。 将 混合 液 在 一 20C 放 10~12 小 时 后 用 
水 稀释 到 100 SFP, 在 回旋 蒸发 器 中 低 于 40°C 真空 蒸发 至 1/2 体 
积 ， 将 剩 下 的 水 溶液 用 乙酸 乙 酯 抽 提 二 次 (每 次 用 15 毫升 )， 将 乙 
酸 乙 酯 抽 提 液 用 10 毫升 5 多 Na,CO, 洗涤 ， 将 洗 过 的 水 溶液 及 碳 
MBA IE, 在 气流 中 或 真空 中 除去 溶 于 水 中 的 乙酸 乙 酯 . HR 
后 ,将 溶液 用 3 毫升 冰 乙 酸 酸化 ,用 磁力 搅拌 器 搅拌 1 小 时 ,将 形成 
的 肽 (沉淀 ) 滤 出 ,用 50 毫升 水 洗涤 , 将 湿 肽 制剂 与 20 一 25 毫升 乙 
醇 混 合 后 加 热 至 沸腾 , 再 冷 至 5~10°C, 将 沉淀 过 滤 , 用 乙醇 ( 约 10 
毫升 )、 乙 醚 洗涤 。 在 硅胶 -和 氯 化 钙 真空 干燥 器 中 干燥 。 得 到 1.7 
克 肽 ， 熔 点 214~216"C，[a] 多 15 士 1( 肽 的 1% 的 二 甲 酰 替 二 甲 胺 
溶液 )。 在 “Caxy 中 ozry REA Zie:NH3(9:1) Borat, Rf 值 为 
0.15。 
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by im Mik Mew, 5.5 毫克 CBz--Phe-His-Leu 中 加 入 
5 毫升 甲醇 及 1 SARA K, 溶解 后 , 用 甲醇 调 至 10 毫升 。 


羧基 组 织 蛋 白 酶 活力 的 测定 


将 0.1 BHM IAF 3.5 SH 0.9% NaCl 溶液 中 在 
1.8 毫升 0.05 M Tris-HCl 缓冲 液 中 加 入 0.1 毫 升 稀释 血清 ， 将 
试 样 放 于 38"C 恒 温 器 中 , 10 分 钟 后 加 入 0.1 毫升 底 物 (0.1AM)5 
保温 2 小 时 后 , 加 入 0.4 BF 20% 三 氯 乙酸 使 反应 停止 。 对 照 试 
验 中 必须 在 加 入 三 氯 乙酸 后 再 加 底 物 。 离 心 (2000g, 15 分 钟 )， 除 
去 蛋白 质 沉 淀 , 于 1.7 毫升 离心 液 中 加 入 0.3 SHAN NaO 瑞 (用 
于 中 和 三 氯 乙酸 )， 及 1 毫升 Tris-HCL 缓冲 液 (P 也 7.4)5 试 样 总 
体积 为 3 毫升 。 同 时 ， 制 备 一 个 含有 10nM Hris-Leu 的 标准 样 
品 。 为 此 ， 将 原始 标准 溶液 用 燕 饮水 在 容量 瓶 中 稀释 100 倍 《至 
0.01wM/ 毫 升 )， 于 1 毫升 稀释 后 的 标准 液 中 加 入 2 STH A TB 
水 ,以 3 毫升 蒸 馅 水 作为 对 照 组 。 

为 了 进行 荧光 测量 反应 ， 于 样品 中 (标准 样品 及 待 测 样品 ) 加 
A0.4 BF 2N NaOH 及 0.1 毫 升 1% 茶 邻 二 醛 。 从 开始 加 入 二 
醛 时 起 6 分 钟 后 (用 秒表 计时 ) 加 入 0.2 毫升 ON HCl HA Tie 
荧光 )。 荧 光 的 强度 用 荧光 计 测 定 。 第 一 滤 光 片 为 370nm,， 第 三 
滤 光 片 为 500nm。 样 品 中 加 入 HCl 后 1.5 小 时 内 荧光 是 稳定 的 

减 基 组 织 蛋 和 白 酶 活力 以 1 毫升 全 血清 中 所 含 的 酶 在 工分 钟 内 
能 释放 出 来 的 组 氨 酰 - 亮 氨 酸 的 nM 数 表 示 。 按 下 列 公 式 计 算 酶 
活力 : 


EF {ae 
A/nM/ml/ 5} t= 7 — x 10X 450 Xa "7 * 369 
F, 
=. F, 424 


° 138 。 


DUP A Dy ML RE AA AE; Pe a IG Cia 
去 对 照 试 样 的 菊 光 后 ); 为 标准 液 的 获 光 ( 减 去 水 的 荧光 后 六 10 
为 标准 样品 中 组 所 酰 - 亮 氨 酸 的 含量 CM); 120 为 保温 时 间 〈 分 
钟 ); 2.4 为 被 测 样品 的 总 体积 :1.7 为 用 于 荧光 反应 的 离 尼 液 体 


Bs Seq 为 加 于 反应 样品 中 的 全 血清 的 量 (毫升 )。 


正常 人 血清 中 羧基 组 织 蛋 白 酶 的 活力 以 习 M/ml/ 分 钟表 示 时 
4 14+0.5(M+m),c=+3.7, 


方法 的 局 限 性 


1. 应 当 考 虑 到 茶 些 药物 (如 利 血 平 ) 会 干扰 测定 , 使 对 照 及 试 
验 样品 中 的 荧光 增加 。 

2. 有 饶 盐 存在 时 会 形成 蓝 色 沉 演 。 

3. 二 价 金属 离子 会 熄灭 菊 光 。 

4。 不 能 用 加 有 柠檬 酸 及 草酸 的 血浆 , 因为 有 上 述 这 些 盐 存 在 
BY, 组 织 蛋 白 酶 活力 急剧 下 降 。 肝 素 不 影响 测定 。 


从 蛋白 质 胶 (生产 人 7- 球 蛋白 时 的 废渣 ) 
提取 血管 紧张 肽 原 


JI. Il. AmreKkceeHKO 


XA BBD DD ES PF AE FS es BE Se — ES BJ 7k CPF SR) Sd DD BI) 
血液 申 (Haas et al，1965)。 这 种 酶 能 水 解 血 管 紧张 肽 原 蛋 白质 
中 LO~ 11 氨基 酸 残 基 之 间 的 肽 键 ， 同 时 分 解 出 一 个 10 肽 一 一 血 
管 友 张 肽 , 后 者 在 羧基 组 织 蛋 白 酶 (上 Eliseeva et al.，19717 作 用 
下 , 转变 成 8 肽 血管 紧张 肽 联 )” 它 具有 很 高 的 生物 活性 ， 血 管 紧 
Gh A LL Fy op BPS EIR a RE BSA, 并 引起 血管 平滑 肌 收 缩 , 动脉 压 
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升 高 。 已 经 证 明 ， 在 某 些 病态 高 血压 病人 的 血浆 中 肾 素 有 明显 的 
改变 , 在 此 基础 上 已 研究 出 了 鉴别 诊断 法 (MeToxEI IE 中 epeHUH- 
aIbHOH rarHocTHKH) 。 可 以 在 可 疑 的 情况 下 检 出 肾上腺 皮质 瘤 

肾 素 的 底 物 ,血管 紧张 肽 原 是 血清 .as?- 球 蛋白 组 分 中 的 一 种 蛋 
白质 ， 分 子 量 为 57000。 要 将 它 分离 成 为 均一 状态 是 十 分 困难 的 ， 
因为 要 求 有 特殊 的 设备 。 然 而 , 由 于 肾 素 具有 高 度 专 一 性 , 所 以 没 
有 特别 的 必要 非 把 血管 紧张 肽 原 纯化 到 均一 状态 。 酶 制剂 应 用 底 
物 加 以 足够 的 富 集 ， 并 且 不 应 含有 能 破坏 所 产生 的 血管 紧张 肽 的 
蛋白 分 解 酶 类 等 杂质 。 

为 了 测定 病人 血浆 中 肾 素 ( 及 拟 肾 素 )， 最 好 采用 从 人 血清 制 
备 的 底 物 , 但 是 由 于 供 体 血 价格 十 分 遇 贵 , 而 用 于 制备 的 原料 最 好 
应 当 是 尽 可 能 的 便宜 。 

综合 了 从 不 同 材料 分 离 明 素 的 底 物 的 研究 工作 后 ， 我 们 提出 
了 一 个 从 蛋白 质 胶 分 离 血 管 紧张 肽 原 制 剂 的 方法 。 和 蛋白 质 胶 是 从 
人 胎盘 血 工 业 制备 Y- 球 蛋白 及 血清 清 蛋 白 制 剂 时 的 废渣 。 根 据 
Skeggs 等 人 (1964) 的 方法 进行 分 离 。 


血管 紧张 肽 原 的 分 高 过 程 


将 1 公斤 蛋白 质 胶 B-O( 相 当 于 Cony 法 中 用 乙醇 分 级 分 离 
血清 时 的 组 分 芭 -4) 与 30 Ft 0.9% NaCl 溶液 搅 匀 至 溶液 (P 卫 4.5) 
中 含有 10 多 的 蛋白 质 。 将 溶液 冷却 至 6~8C， 用 2.5N NaOH 
将 PH 调 到 6.5， 加 碱 时 应 逐 滴 加 入 ， 并 不 停 地 加 以 搅拌 (每 升 约 
需 加 碱 8~10 BF), 


第 一 次 沉淀 
向 每 升 蛋 白质 溶液 中 加 入 470 毫升 他 和 硫酸 铵 4M) 至 溶液 
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Ait PRE RE 1.3M, LUNA, BE, He MATE 
滤纸 过 滤 过 夜 , FAVE, 每 升 滤液 中 加 入 600 EF te A it BRK 
度 为 3.3 JU 将 悬浮 液 经 折 和 琶 滤 纸 过 滤 过 夜 ， 弃 去 滤液 ， 将 沉 诈 转 
移 到 布 氏 漏斗 上 , 减 压 抽 滤 除去 剩 下 的 滤液 。 将 紧密 的 沉 洽 转移 到 
火 棉 胶 透析 口袋 中 , 对 流动 自来水 透析 一 夜 。 合 并 所 得 到 的 溶液 ， 
测量 它 的 体积 及 和 蛋白质 浓度 ( 按 Lowry 和 按 280nm 吸收 , 得 到 的 
结果 相似 )。 然 后 用 冷 燕 馅 水 将 溶液 稀释 到 蛋 白 质 的 浓度 为 5%。 


S-— RL 
1 升 溶液 中 加 入 613 SF ee Fil tit WR ER PA Ye Bt RK EK BI 
1.5M, AppBiweaniwe-RAD Bw. WR MARR 


和 溶液 \ 按 每 升 中 加 入 460 毫 升 计算 》 至 浓度 为 2.3 M, WHR RL 
证 。 用 布 氏 漏斗 抽 滤 ( 冷 处 ) 使 沉 演 变 得 紧密 , 所 得 的 沉淀 为 绿色 。 


用 EDTA 碱 处 理 使 血管 紧张 肽 酶 失 活 


将 沉淀 溶 于 蒸馏 水 中 使 蛋 昌 质 浓度 为 5%， 这 时 的 溶液 为 黄 
绿色 。 将 溶液 加 热 至 中 'C, 按 每 升 26 TEM MA EDTA-Na,, 

逐 滴 加 入 2.5N NaOH yy, 每 升 加 20 毫升 , 将 溶液 的 PHI” 
到 8， 于 室温 中 放置 1 小 时 后 将 溶液 冷却 至 8C， 逐 滴 加 入 2.5M 
了 CI 每 升 约 加 40 Ft), 将 PH 调 到 5.35。 


第 三 次 沉淀 
每 升 所 得 的 溶液 中 加 入 400 2 Ft Bit A ER Hh TL PAS Ok ik Ot Re AY 
BEAD) 1.2M, 过 滤 分 离 出 沉 演 ， 在 每 升 滤液 中 加 入 670 毫升 饱 
AUN Wit, We he YES A SE Th PR Ez HY Ye BE TA BI) 2.3 M, 
收集 沉淀 ， 抽 滤 以 使 沉淀 紧密 ， 对 流动 的 自来水 进行 透析 (二 
BB), 然后 对 0.9% NaCl 溶液 进行 透析 〈 二 昼夜 )。 将 透析 后 所 
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得 的 溶液 冷冻 干燥 , 得 到 的 是 部 分 纯化 的 血管 紧张 肽 原 的 干 制剂 。 
此 分 离 法 可 以 图 解 如 下 。 
图 解 隐 ”从 蛋白 质 胶 分 离 血 管 紧张 肽 原 


Soe w| 0.9% NaCl MERE A 
ttt 浓度 为 10 多 (pH4. 吕 rare 


ib pln ek | Le MRmBUTERER 


| 
和 an [eat m 1 | 23 MEER 
sol ‘ara 


透析 ， 将 蛋白 质 溶液 稀释 到 5 各 。bH 
(各 Lo, eae) Be BRS eee 


了 
memes) | ® Mm] 23 M 硫酸 按 沉淀 蛋白 质 


-之 一 蛋白质 溶 液 稀释 到 5 多， 加 EDTA 至 
滤液 (丢弃 ) [i we Iw | 2.6%, DH8.0; 25°C 保温 1 小 时 ,1.2 和 
本 -一 一 (pH5.3 下 ) 确 匀 沉 注重 白 质 


| 


mevarn) |e x v| 2.3 M 硫酸 接 沉 注重 白质 
| 
J | 


mame) [am we w| 透析 ,冷冻 干燥 


部 分 提纯 的 血 
管 紧张 肽 原 干 
制剂 

制品 中 血管 紧张 肽 原 浓度 的 测定 


生物 学 测定 


将 0.5 毫升 血管 紧张 肽 原 制品 (20 毫克 /毫升 ) 及 0.5 毫升 肾 

素 (25 微克 /毫升 ) [都 深 于 含有 0.5 毫克 /毫升 EDTA-Nas 的 0.01 

M 磷酸 钠 缓冲 液 中 (PH6.5)] 37"C 保 温 工 小 时 。 于 沸水 浴 申 加 项 

3 分 钟 沉淀 蛋白 质 ， 然 后 离心 除去 蛋白 质 。 将 含有 血管 紧张 肽 

的 无 蛋白 质 离心 液 0.1~0.2 毫升 注射 到 用 于 生物 测定 试验 的 大 
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白鼠 身上 。 将 试 样 用 0.9% NaCl 深 液 稀释 至 2.5 和 10 倍 。 

对 制剂 中 血管 紧张 肽 原 含量 进行 生物 学 测定 时 ， 是 测量 切除 
肾 管 后 的 大 白鼠 的 动脉 压 的 增加 值 。 大 白鼠 肾 管 的 切除 在 测定 之 
Bi 18~20 小 时 进行 。 用 戊 巴 比 妥 钠 生理 盐水 溶液 作为 试验 动物 
的 麻醉 剂 ， 按 每 100 克 体 重 5 毫克 计算 作 静 脉 注射 。 临 实验 之 前 
切断 动物 的 迷走 神经 , 在 颈 动 脉 上 插 上 一 个 套 管 , 将 套 管 联 在 水 银 
压力 计 上 。 剥 出 股 静 脉 , 插 上 一 个 套 管 以 供 注 射 之 用 , 从 静脉 注射 
A G5 FAK EAN, 因为 血管 紧张 肽 原 的 含量 习 
惯 上 是 用 血管 紧张 肽 单位 表示 的 。 

每 0.1 毫 升 标准 溶液 中 应 当 含 有 2.5~16.0ng 血管 紧张 肽 
II。 为 了 防止 形成 血栓 ， 与 带 有 压力 计 的 颈 动 脉 相 连 的 聚 乙 烯 套 
管 中 装 上 0.9% NaCl wk, 实验 开始 前 ， 再 将 肝素 注射 到 股 静 脉 
中 ， 在 两 次 标准 溶液 注射 之 间 将 试 样 注射 进去 。 不 能 注射 带 有 钾 
离子 的 试 样 , 因为 钾 离 子 本 身 会 引起 动脉 压 升 高 。 

检 出 制剂 中 有 血管 紧张 肽 酶 的 试验 “将 100ng PAK AU 
与 10 毫克 血管 紧张 肽 原 制剂 在 1 毫升 磷酸 钠 缓冲 液 中 (PH 了 6.5) 
保温 1 4, 20 及 48 小 时 ， 这 时 有 蛋白质 发 生 热 变性 ， 除 去 变性 蛋白 
后 , 将 试 样 注 射 到 大 鼠 身上 , 以 测定 所 形成 的 血管 紧张 肽 的 含量 。 

化 学 测定 

在 一 个 特殊 结构 的 反应 器 〈 反 应 柱 )〈 图 10) 中 放 上 2 毫升 血 
管 紧 张 肽 原 ( 含 有 200~300 毫克 干 物质 ), 100 微 克 肾 素 ( 溶 于 0.01 
MPpPH6.5 的 磷酸 钠 缓冲 液 中 ) 及 1 毫升 用 这 一 缓冲 液 洗 涤 过 的 潮 
湿 的 Dowex50x 2 离子 交换 树脂 。 把 反应 柱 水 平地 放 在 一 个 振荡 
圳 IIYTTHTerp-anrapaT) 中 ， 振 蔓 4 和 4 小时。 保温 完毕 后 将 反应 柱 
垂直 地 放 在 一 个 架子 上 上。 树脂 即 下 沉 并 将 柱 的 狭窄 部 位 塞 满 。 柱 
子 上 装 一 个 带 乙 酸 贸 组 冲 液 (PH6.7) 的 贮 液 瓶 ,让 10~15 毫升 组 
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冲 液 通过 柱子 , WOE ER AR RA A EE I, BE 2, 将 
树脂 用 5 Ft 10% 乙酸 溶液 及 100 毫升 水 洗涤 至 中 性 反应 。 

由 肾 素 催化 的 血管 紧张 肽 原水 解 而 形成 的 血管 紧张 肽 被 吸附 
于 树脂 上 。 用 5 毫升 0.24 二 乙 胺 溶液 将 它 从 柱子 上 洗 脱 下 来 。 
将 洗 脱 液 在 真空 中 冷冻 干燥 ， 用 1 工 毫升 9%6% CR, AER 
空 干 燥 以 除去 二 乙 腕 。 

将 试 样 点 在 菏 层 层 析 硅 凝 胶 ( 上 CE ) 薄 板 上 ,在 下 列 系统 中 进 
行 分 离 : 2-T BE—3 % BE7K (25: 1, 体积 比 ) 及 正 丁 醇 一 所 一 水 (120: 
7:7, 体积 比 )。 按 IIayx 法 使 形成 的 血管 紧张 肽 显 色 ( 肽 中 组 氢 酸 
残 基 的 含量 )。 


这 
PTIFUSsIVsyvIs 


10 柱 形 反 应 圳 。 _A 一 一 崇 洗 脱 液 Al 不 同 纯化 阶段 时 制剂 中 血管 紧张 


的 漏斗 ; 了 一 一 磨 口 柱子 ; C 一 一 柱子 上 
部 (高 3 BOK, He 15 SK); D—#: 
子 下 部 (高 3 厘米 ”直径 下 毫米 )， 装 有 
Dowex50X 2 树脂 ; E——jB Hr 
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肽 原 的 含量 (每 克 所 含有 的 "Goldblatt 
单位 数 )。 了 一 一 蛋白 质 胶 ; Te 一 一 滤 出 
液 工 Is, IVs, 人 Ts 一 一 用 硫 铵 连续 盐 析出 
来 的 蛋白 质 沉 淀 (解释 见 正文 ) 

纵 座 标 一 一 血管 紧张 肽 原 的 活力 ( 单 
位 / 克 ) 横 座 标 一 一 各 组 分 的 符号 


方法 的 评价 


从 二 公斤 蛋白 质 胶 制 得 50 一 55 克 冻 干粉 , 每 克 蛋 白质 约 含有 
血管 紧张 肽 原 400Goldblatt 大 白鼠 单位 。 给 大 鼠 注 射 其 作用 相 
当 于 0.33 微克 血管 紧张 肽 开 的 制剂 时 所 引起 的 动脉 压 增 加 值 定 
为 一 个 Goldblatt 单位 (CIBA)。 最 后 一 步 纯化 后 (得 到 沉 汪 )， 由 
于 除去 了 血管 紧张 肽 酶 后 ， 制 剂 中 的 血管 紧张 肽 原 的 含量 显著 上 
Ft CA 11). 


人 血清 (血浆 ) 中 激 肽 释放 酶 和 
激 肽 释放 酶 原 的 定量 测定 
T. C. IIacxHHa，A. B. 有 pHCKag 


血浆 激 肽 释放 酶 (EC3.4.4.21) 是 有 高 度 底 物 专 一 性 的 与 胰 
蛋白 酶 相 类 似 的 《丝氨酸 ?蛋白酶 。 它 催化 生物 体内 激 肽 原 酶 反 
应 , 即 从 糖 蛋 日 性 质 的 无 活力 的 前 体 物 激 肽 原 上 切除 一 个 9 肽 (每 
组 激 肽 ) 或 它 的 NA- 未 端的 同系 物 的 反应 。 这 一 反应 是 在 循环 的 血 
液 中 ,在 毛细 血管 周围 的 空间 中 、 分 泌 的 腺 体 中 、 肾 脏 及 某 些 其 它 
亏 官 中 形成 洲 离 的 激 肽 的 基础 。 这 个 反应 决定 着 有 机 体 中 一 系列 
重要 的 生理 功能 , 例如 : 微 循 环 的 调节 , 局 部 血液 循环 的 调节 ; 血压 
水 平 的 调节 等 等 (T. C. IIacxHaa，1966，1972)。 激 肽 原 酶 的 激活 
作用 及 游离 激 肽 的 形成 见于 许多 生理 的 (新 生 儿 呼吸 的 形成 等 ) 及 
病理 的 状态 中 , 如 发 炎 ( 包 括 不 同 原因 的 胰腺 炎 ， 关 节 炎 )， 支 气管 
喘 哮 等 。 但 是 要 直接 控制 有 机 体 中 激 肽 形成 的 速度 是 十 分 困难 的 。 
评价 激 肽 系统 的 状态 的 方法 之 一 是 测定 血清 中 激 肽 释放 酶 的 活力 
及 激 肽 释放 酶 原 的 含量 。 


*# 属于 水 解 酶 类 , 酶 的 活力 中 心中 含有 丝氨酸 残 基 。 
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方法 原理 


早先 曾经 有 人 (IT.C. Tlacxuna, [. A. Aponaa, 1970,.°T. C 
Macxuna H xp.，1973) 建 议 用 柱 层 析 法 来 测定 激 肽 释放 酶 及 其 前 
体 。 这 个 方法 的 根据 是 激 肽 释放 酶 具有 的 《阳离子 ?性 质 。 由 于 它 
在 PH7.0 及 低 离 子 强度 下 不 能 吸附 于 DEAE-Sephadex A-50 
上 ， 所 以 可 以 根据 N- 葵 酰 - 工 - 精 氨 酸 乙 酯 中 的 酯 键 水 解 的 速度 
(如 下 图 ) 用 分 光 光 度 法 对 不 被 吸附 的 血清 组 分 进行 测定 。 


NH 
| 
激 肽 释放 酶 十 水 
a 
C4. C.. NH CH 4 
OC,H, 
N-#-L-# AR ZB 
NH— c—NH, 
NH 
(CH,) 3 Hf C,H;,OH 
CHAE —NH—CH-C¢ 
| OH 
N-#%-L-8ER 


下 面 叙述 一 个 不 需要 层 析 柱 ， 只 需要 0.25 FF CTR 1 
升 ) 血清 的 改良 简化 样品 检测 法 。 对 制备 含有 激 肽 释放 酶 及 其 前 
体 的 组 分 的 方法 所 作 的 某 些 必要 的 修改 对 分 析 病人 血清 的 样品 是 
特别 重要 的 。 
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试剂 及 仪器 

DEAE-Sephadex A-50( 瑞 典 <Pharmaciay) 或 DEAE-Mo- 
mcemext A-50(4y Fil), 

纯 胰 蛋白 酶 制剂 , 比 活力 16 一 18 单位 。 

卵 类 粘 蛋 日 。 

胰 蛋 白 酶 -Sephazym (瑞典 《Pharmacia>) 或 固 相 胰 和 蛋白酶 
制剂 。 

N=- 葵 酰 - 工 - 精 氨 酸 乙 酯 盐酸 盐 (BAEE.HCD。 

用 0.02 M 磷酸 缓冲 液 (PH7.4) 平衡 过 的 DEAE-Sephadex 
A-50 稠 的 悬浮 液 , 按照 公司 的 说 明 制 备 : 将 10 GE Sephadex 浸 
泡 于 室温 的 蒸馏 水 中 24 小 时 以 使 它 膨 胀 ， 然 后 在 布 氏 漏斗 上 用 
0.0227 磷 酸 缓冲 液 (pDH7.0) 洗 涤 Sephadex。10 克 干 重 的 Sepha- 
dex 足够 用 于 100 次 分 析 。 

0.02 1 磷酸 缓冲 液 (P 也 7.0)。 

含有 0.05M NaCl fy 0.02 M 磷酸 缓冲 液 (PH7.0)。 

0.1 MBER IK (PH 8.0), 

0.1% IRE AM GA F 0.002 N HCI 中 )。 

2% NAB KE ALA 0.1 M BERR YK PH 8.0) 41), . 

1.5mM BAEE 溶液 . 将 6.2% 52 BAEE WF 12 B2F+0.1M 
BERR (PH 8.0), 


分 析 it 


激 肽 释放 酶 及 激 肽 释放 酶 原 的 测定 包括 两 个 基本 的 步骤 : 第 
一 步 , 在 PHT7.0 时 不 被 DEAE-Sephadex A-50 吸附 的 血清 蛋白 
组 分 的 制备 ; 第 二 步 , 根据 BAEE 水 解 的 速度 用 分 光 光 度 法 对 滤 
液 中 激 肽 释放 酶 及 激 肽 释放 酶 原本 身 活 力 的 测定 (T，C. JiacxHHa 


,JI47 ， 


H Up. 1968), 取 血 及 血液 贮存 的 条 件 对 分 析 的 结果 有 影响 , 所 以 
应 用 聚 奎 酮 处 理 过 的 针头 取 血 ， 并 用 聚 乙烯 试管 或 用 聚 硅 酮 处 理 
过 的 试管 收集 血液 。 制 备 血 浆 时 ， 将 9 体积 血液 与 工 体积 47% 柠 
檬 酸 钠 溶 液 混 匀 后 在 1500g 离心 15 分 钟 。 


不 被 吸附 的 组 分 的 制备 


将 0.25 毫升 血清 ( 浆 ) 用 0.02 M 磷 酸 缓冲 液 QPHT:0) 稀 释 3 
倍 后 加 入 3 毫升 用 同样 缓冲 液 平衡 过 的 DEAE-Sephadex A-50 
稠 的 悬浮 液 。 用 一 根 细 玻 璃 棒 将 混合 液 小 心地 搅 10 分 钟 然后 加 
入 含有 0.05 MNaCl 的 3 毫升 0.02M 磷 酸 缓冲 液 (P 开 7.0 FR 
拌 3 分 钟 后 将 悬浮 液 转移 到 玻璃 滤器 No.1 GIP-29) E, eH 过 

将 滤液 定量 地 转移 到 一 个 50 毫升 的 刻度 试管 中 ， 用 0.02 M 
磷酸 缓冲 液 调 到 刻度 。 


激 肽 释放 酶 活力 的 测定 


从 5 毫升 滤液 中 取出 工 毫 升 ， 加 入 工 毫升 0.1M7 磷 酸 缓冲 液 
(pH8.0) 及 1 毫升 1.5mM BAEE 流 液 。 在 对 照 组 试 样 中 加 入 2 
毫升 0.1 M 磷 酸 缓 冲 液 (pH8.0) 及 1 毫升 1.5mM BAEE 溶液 
(pH8.0 时 , 试 样 中 的 酯 便 自发 水 解 )。 用 分 光 光 度 计 波长 253 nm 
25"C 以 对 照 组 试 样 为 空白 测定 15 分 钟 内 试 样 的 光 密 度 的 增加 
(AD 中 4#)， 每 隔 5 分 钟 读 数 一 次 。 


激 肽 释放 酶 原 含量 的 测定 


取 工 毫升 滤液 ， 加 入 0.8 毫升 0.12 磷酸 缓冲 液 PH8.0) 及 
0.1 ZF 0.1% 胰 蛋 白 酶 的 0.002 N HCL 溶液 ， 将 试 样 在 25°C TK 
署 2 分 钟 ,然后 加 入 0.1 毫升 29% 卵 类 粘 蛋白 [ 溶 于 0.1M 磷酸 组 
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HK (PH8 .0) | LA ERE ARETE, 15 分 钟 后 , 在 试 样 中 加 入 1 训 
Ft 1.5m MBAEE 溶液 , 根据 在 10~15 分 钟 内 波长 253 nm JE 
度 的 增加 测量 试 样 中 酯 酶 的 活力 ,每 隔 3 一 5 分 钟 读数 一 次 。 

激 肽 释放 酶 原 的 活化 作用 也 可 用 固定 化 胰 蛋 白 酶 ( 胰 和 蛋白酶 - 
Sephazym)， 或 用 在 实验 室 制备 的 固定 化 胰 蛋 白 酶 来 实现 \ 见 BB 
®. HapTHKOoBa H 上 p， 179 页 )。 于 1 毫升 滤液 中 加 入 0.3~0.5 
毫升 Sephazym- 胰 蛋白 酶 (3~3.5 单位 ) 稠 的 悬浮 液 ( 悬 浮 于 了 PH 
4.2) 1mM 乙酸 缓冲 液 中 ) 及 0.7~0.5 毫升 0.1M 磷酸 缓冲 液 
(PH8.0), HIB, F 25"C 放 20 分 钟 后 , 离心 , 或 在 玻璃 滤器 
No.1 上 过 滤 除 去 Sephazym, 于 试 样 中 加 入 工 毫升 1.5mM BAEE 
溶液 , 按 前 面 所 述 测 量 波长 253nm 下 酯 水 解 的 速度 。 

用 胰 蛋 白 酶 处 理 后 ， 不 被 DEAE-Sephadex 吸附 的 组 分 〈 按 
本 方法 制备 ) 的 酶 性 质 及 生物 学 活性 的 研究 结果 证 实 了 这 样 的 看 
法 (T.C. IIacxHHa H 上 p.，1973) 即 : 该 组 分 中 的 精 氨 酸 的 酯 酶 活 
力 是 由 激 肽 释放 酶 所 决定 的 ， 活 化 后 的 不 被 吸附 组 分 的 抑制 剂 光 
谱 与 纯化 后 的 激 肽 释放 酶 制剂 的 抑制 剂 光 谱 是 一 致 的 。 


活力 的 计算 


在 标准 条 件 下 1 分 钟 内 能 催化 BAEE 酯 水 解 而 释放 出 1 M 
的 葵 酰 - 精 氮 酸 的 酶 量 定 为 激 肽 释放 酶 的 一 个 活力 单位 (U)。 激 肽 
释放 酶 及 激 肽 释放 酶 原 的 含量 可 用 1 毫升 血清 中 的 所 含 的 MU 数 
表示 , 并 按 下 面 的 公式 计算 : 


A 了 ,分 外 x3X5x1000 
ee AT 下 
15x 1.10.25 x gOa0 


= 1 毫升 血清 中 激 肽 释放 酶 的 mU 数 


式 中 1.1 一 一 相当 于 1 毫升 试 样 中 形成 1 凡凡 苯 酰 - 精 氨 酸 的 中 3 
nm 光 密 度 的 增加 值 ; 3 一 一 比 色 杯 中 试 样 的 体积 (毫升 );) 5 一 一 波 
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液 的 体积 (毫升 ); 0. 中 一 一 用 于 分 析 的 血清 的 体积 (毫升 15 一 一 


反应 进行 的 时 间 ( 分 钟 )。 
方法 的 应 用 


应 用 这 个 方法 后 我 们 发 现 ; 健康 人 血清 中 几乎 没有 游离 的 激 
肽 释放 酶 。 可 能 这 是 由 于 健康 人 血清 中 有 这 种 酶 的 抑制 剂 存在 的 
缘故 。 健 康 人 血清 中 激 肽 释放 酶 活力 的 变动 范围 在 O~10 mU/e 
Ft (AD. =0,001~0.003) 之 间 ， 这 些 数 值 在 方法 误差 范围 以 
内 ,只 有 在 某 些 病理 状态 下 才能 得 到 了 可 靠 的 数据 (T. C. Macxnna 
HIp.,， 1972)。 健 康 人 血清 中 激 肽 释放 酶 原 的 含量 为 369 土 59 mU/ 
毫升 。 在 柠檬 酸 血浆 中 为 318 土 57mU/ 毫 升 。 肝 脏 病人 《〔〈 肝 硬 恋 、 
脂肪 性 营养 不 良 ， 肝 炎 ) 的 血清 中 激 肽 释放 酶 原 的 含量 减少 20~- 
609% (T. C. Tlacxuna u 上 p.，1974) ， 这 证 实 了 以 前 得 到 的 有 关 在 
肝脏 中 激 肽 释放 酶 原 合成 的 观察 (Wang et al.，1972)。 在 烧伤 休 
克 时 也 发 现 有 激 肽 释放 酶 原 含量 的 降低 。 在 肾 综合 症 时 发 现 有 激 
肽 释放 酶 原 含 量 的 升 高 (464 士 84 mU/ 毫 升 )， 可 以 认为 这 是 由 于 
在 患 这 种 疾病 时 肝 蛋 白质 合成 功能 的 加 强 是 用 来 补偿 随 尿 排出 的 
大 量 血液 蛋白 的 损失 的 。 


从 人 血清 制备 部 分 纯化 的 激 肽 释放 酶 制剂 
A. B. Kpuucraa, T. C. IIacxHHa 


激 肽 释放 酶 (ELC3.4.4.21， 有 关 这 类 酶 的 更 为 详细 的 叙述 见 
145 页 ) 在 血浆 中 以 无 活力 的 前 体形 式 存 在 ， 它 具有 很 小 的 不 均 
一 性 。 许 多 作者 已 从 人 血清 制 得 纯化 的 激 肽 释放 酶 制剂 CAA. JT. 
JIay 中 ep H xp.，1969; Colman et al., 1969 等 )。 这 个 酶 在 血浆 
中 的 含量 很 低 , 具有 很 小 的 不 均一 性 , 高 度 的 不 稳定 性 以 及 很 易 与 
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其 它 蛋白 质 形成 复合 物 的 特性 ， 这 些 都 是 要 制备 高 纯度 的 血浆 激 
肽 释放 酶 制剂 是 比较 困难 的 原因 。 
方法 原理 

这 个 方法 是 基于 血浆 激 肽 释放 酶 的 基本 特性 (PI~8.5)。 由 
于 这 些 特 性 ， 这 个 酶 在 PH7.0 及 低 离 子 强度 时 不 能 被 DEAE- 
Sephadex A-50 吸附 ， 而 能 与 SE-Sephadex K-50 牢固 地 结合 。 
这 样 就 可 以 将 它 与 其 它 胰 和 蛋白酶 相 类 似 的 血清 蛋白 酶 及 非 激 肽 释 
放 酶 的 BAEE- 酯 酶 彼此 分 开 。 下 一 步 是 通过 Sephadex G-200 过 
滤 , 可 以 把 激 肽 释放 酶 本 身 与 其 低 活 力 高 分 子 复 合 物 分 开 。 得 到 的 
激 肽 释放 酶 制品 具有 血管 松弛 作用 , 激 肽 原 酶 的 作用 及 精 氮 酸 - 酯 
酶 的 作用 。 后 面 两 个 性 质 是 激 肽 释放 酶 测定 法 的 基础 。 


激 肽 释放 酶 的 BAEE- 酯 酶 活力 测定 


激 肽 释放 酶 的 BAEE - 酯 酶 活力 可 用 Trautschold 等 人 的 改 
良法 加 以 测定 〈Irautschold，Werle，1961; T. C. IIacxHHa u 
Ip.，1968)。 这 个 方法 是 根据 从 N- 葵 酰 - 工 - 精 氨 酸 乙 酯 (BAEE) 
上 切 下 荃 酰 - 精 氨 酸 (BA) 的 速度 并 用 分 光 光 度 法 加 以 测量 〈 匈 工 
C. Tlacxuna, A. B. Kpnucxan, 145 页 )。 


if 
0.05 M Tris-HCl 4x3 (pH 8.0), 
1.5mM BAEE-HCI 溶 液 (6.2 23, BAEE-HCI 8 F 12 2 
Ft PH 8.0 Bp MRP, 试剂 在 测定 酶 活力 的 当天 制备 )。 
分 析 过 程 


将 酶 液 (100~150 mMU/0.1~0.3 毫升 ) 加 于 1 毫升 BAEE 湾 
wm, fA 0.05 M Tris-HCl 4 py (pH 8.0) 将 体积 调 至 3 毫升 。 
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反应 在 分 光 光 度 计 的 恒温 比 色 杯 中 进行 ( 25"C) 记录 波长 253 nm 
光 密 度 的 增加 值 , 根据 酶 的 活力 不 同 , 每 隔 1~5 分 钟 读数 一 次 。 以 
试 样 中 BAEE 的 自发 水 解 作为 空白 , 根据 样品 中 1 分 钟 内 光 密 度 
的 增加 值 按 下 列 公 式 计 算 酶 活力 : 
全 3 一 AD.) x 2,73 = U*/ PER, 
sh AD, ——\ 49 2 Ft FE in 1 4 PP PY 253 nm 光 密 度 值 的 增加 ; 
3 一 一 比 色 杯 中 试 样 的 体积 (毫升 ); 1.1 一 一 1 毫升 试 样 中 从 BAEE 
形成 1wMBA 时 253nm 光 密 度 的 增加 。 
酶 的 比 活力 (单位 /毫克 ) 按 下 列 公式 计算 : 
AD.e 分 外 x2.73 
C 


式 中 C 一 一 试 样 中 蛋白 质 的 含量 (毫克 )。 
血清 中 原 有 的 BAEE- 酯 酶 活力 按 下 列 方法 测定 : 将 .0.03 毫 
升 血清 用 0.05 M Tris-HCl 缓冲 液 OPH8.0) 稀 释 到 2 毫升， 加 入 
1 毫升 1.5 mM BAEE。 按 上 述 方法 测定 BAEE MMH, 测定 
持续 30 分 钟 , 每 隔 5 分 钟 读 数 一 次 , 血清 中 的 酶 活力 (单位 /毫升 ) 
按 下 列 公 式 计 算 ; 
AD3,7# x 3 
1.10.03 X 30 
式 中 ADL*#—] 毫升 试 样 中 30 分 钟 内 253 nm 光 密 度 的 增加 
值 ; 3 一 一 试 样 的 体积 (毫升 );0.03 一 一 用 于 分 析 的 血清 量 ( 毫 升 ); 
1.1 一 一 1 毫升 试 样 中 从 BAEE 形成 1wM BA 时 253 nm 光 密 度 
的 增加 值 ; 30 一 一 反应 时 间 ( 分 钟 )。 
血清 在 临 测定 激 肽 释放 酶 的 BAEE- 酯 酶 活力 之 前 加 以 稀释 ， 
以 防止 稀释 后 血清 中 的 BAEE- 酯 酶 的 活化 作用 。 
* 一 一 在 标准 条 件 下 1 分钟 内 分 解 1 的 底 物 的 酶 活力 为 一 个 国际 单位 。 
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= AD3.7* x 3.03 


激 肽 释放 酶 制剂 中 激 肽 原 酶 活力 的 测定 


纯化 后 的 激 肽 释放 酶 制剂 中 的 激 肽 原 酶 活力 可 根据 与 激 肽 释 
放 酶 保温 1，2 及 5 分 钟 后 ， 从 激 肽 原 切 割 下 来 的 舒缓 激 肽 的 量 来 
测定 。 用 61C 加 热 并 对 0.9% NaCl 溶液 透析 后 的 豚鼠 血清 作为 
激 肽 原 酶 。 

it 7d 

舒缓 激 肽 -三 乙酸 酯 溶液 , 浓度 为 每 毫升 0.004 N 草酸 溶液 中 
含有 200ng， 按 下 法 制备 CT. C. llacxuna u gp., 1968). 将 1 训 
克 舒 缓 激 肽 -三 乙酸 酯 在 研 钵 中 与 99 毫克 NaCl 仔细 地 研 碎 , 将 1 
毫克 这 样 的 制品 (10 微克 舒缓 激 肽 ) 溶 于 50 毫升 0.004 草酸 深 
液 中 。 草 酸 可 降低 舒缓 激 肽 在 玻璃 上 的 吸附 。 和 舒缓 激 肽 以 冰冻 状 
态 贮存 于 一 20C。 

0.1M Tris-HCl 缓冲 液 (PH7.6)， 含 有 1m Ms-¥sLeE MH, 

10% 三 氯 乙酸 溶液 。 

加 热 后 的 豚鼠 血清 (\ 激 肽 原 的 来 源 ): 将 血清 在 61C 水 浴 中 加 
热 1 小 时 后 对 0.9 色 NaCl 溶液 透析 24 小 时 。 


分 析 过 程 


在 工 毫 升 加 热 后 的 豚鼠 血清 中 加 入 1 毫升 激 肽 释放 酶 溶液 及 
1 毫升 含有 8- 羟基 唆 啉 的 0.1M Tris-HCl 缓冲 液 (PH7.6) 作为 
激 肽 酶 的 抑制 剂 , 37"C 保 温 。 经 1 2,5 分 钟 后 取出 0.06 SFR, 
放 入 含有 0.4 毫升 10 儿 三 氯 乙酸 溶液 的 试管 中 , 然后 加 一 0.55 =z 
升 0.5N NaOH 溶液 中 和 试 样 ,， 再 用 0.004 N 草酸 溶液 将 试 样 调 
到 2 毫升。 根据 离 体 大 白鼠 子宫 角 的 收缩 测定 试 样 中 舒缓 激 肽 的 
含量 (T，C.。 Ilacxuna H 上 p.，1968)。 
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前 激 肽 释放 酶 ( 激 肽 释放 酶 原 ) 的 激活 作用 


激 肽 杰 放 酶 在 血清 中 是 以 无 活力 的 前 体 一 一 激 肽 释放 酶 厌 而 
存在 的 。 所 以 , 为 了 在 纯化 的 第 一 阶段 测定 它 的 酶 活力 时 ; 需要 预 
先 用 胰 和 蛋白 酶 将 它 激 活 。 


i: 


0.1% REZ BE AY 0.002N HCL CER REAM, # 
BAEE 的 分 解 计算 比 活力 为 16~.20 24 fi, BEI), 

0.2% SHARKEY, WF 0.05 M Tris-HCl 缓冲 液 C(PH 8-0) 
中 。 


分 析 过 程 


于 1 毫升 前 激 肽 释放 酶 的 样品 中 加 入 0.8 豪 升 0.05 M 
_ Tris-HCl 4 iby (pH 8.0) & 0.1 SAHRA MNO. 002N HCI 溶 
液 。 将 试 样 在 25"C 放 置 2 分钟 ,加 入 0.1 SA WRHEA WAM 
胰 蛋 白 酶 的 活力 。15 分 钟 后 按 前 面 叙 述 的 方法 测定 BAEE- 酯 酶 
及 激 肽 原 酶 活力 。 


纯 激 肽 释放 酶 制剂 的 制备 


用 A 型 , B 型 , AB 型 及 O 型 供血 者 的 混合 血清 作为 分 离 激 肽 
释放 酶 的 原料 。 

第 一 步 , 制备 血清 。 将 供血 者 的 血液 收集 于 干燥 容器 中 ,离心 
除去 形成 的 血 凝 块 430 分 钟 , 1500 g)。 

第 二 步 , 将 人 的 全 血清 用 0.02! Be RRR th YK (DH 7.0) FFE 3 
倍 , 上 DEAE-Sephadex A-50 柱 (5 x 40 厘米 ， 柱 子 预先 用 同样 
缓冲 液 平衡 ), 用 0.02 BEAR Oh MK (PH. 7.0) BER TET. RA 

154 


吸附 的 组 分 ; 此 组 分 中 含有 激 肽 释放 酶 原 及 主要 为 y- 球 蛋白 的 杂 
蛋白 。 缓冲 液 的 流速 每 小 时 150 毫升 ,组 分 的 体积 为 200 毫升 , 根 
据 280nm 吸收 值 测定 组 分 中 蛋白 质 的 浓度 , 同时 测定 激活 后 的 激 
肽 释放 酶 原 的 BAEE- 酯 酶 活力 及 激 肽 原 酶 活力 (图 12,A)。 把 含 
有 激 肽 释放 酶 原 的 组 分 合并 , 用 硫酸 铵 (0.5 饱和 度 ) 沉淀 蛋白 质 。 
将 沉淀 溶 于 最 小 体积 的 0.02M 磷 酸 缓 冲 液 (PH6.4) 中 ， 再 用 
Sephadex G-25 柱 脱 去 硫酸 铵 , 柱子 先 用 0.02 M 磷酸 缓冲 液 (P 匡 
6.4) 加 以 平衡 。 用 相同 缓冲 液 进 行 洗 脱 。 

第 三 步 ， 将 上 一 步 所 得 的 有 活力 的 组 分 上 SE-Sephadex K- 
50 柱 (1.5x 30 厘米 ) ,柱子 先 用 0.02 M 磷酸 缓冲 液 (PH6.4) 加 以 
平衡 。 将 蛋白 质 溶 液 渗 入 柱子 中 以 后 ,用 200~250 毫升 起 始 缓冲 
液 洗 柱 以 除去 不 被 吸附 的 蛋白 质 ， 用 DH 及 离子 强度 两 种 梯度 洗 


” 脱 使 蛋白 质 解吸 。 用 两 个 具有 相同 截面 积 的 容器 建立 梯度 : 混合 


瓶 中 一 150 毫升 0.02 M 磷 酸 缓冲 液 LpH 6.4), 供 液 瓶 中 一 150 % 
升 含有 0.3M NaCl 的 0.1M 磷 酸 缓冲 液 CpH 8.0)。 缓 冲 液 的 流 
速 每 小 时 10 毫升 。 每 个 组 分 的 体积 为 10 毫升 。 测 定 每 个 组 分 中 
BAEE- 酯 酶 及 激 肽 原 酶 的 活力 ( 见 图 12, B)。 在 所 有 的 组 分 中 都 
可 以 见 到 酯 酶 的 活力 ， 但 激 肽 原 酶 的 活力 只 见于 pH~6.9 及 ~ 
0.2M NaCl 的 组 分 中 。 将 具有 激 肽 原 酶 活力 的 组 分 合并 后 对 重 
蒸 水 透析 , 冷冻 干燥 。 

第 四 步 ， 将 第 三 步 得 到 的 激 肽 释放 酶 冻 干 制剂 淤 解 在 1 毫升 
含有 0.2M NaCl 的 0.05M 磷酸 缓冲 液 (PH7.0) 中 ,上 Sephadex 
G-200 柱 (1x 100 厘米 )， 柱 子 预 先 用 相同 的 缓冲 液 加 以 平衡 ， 等 
到 和 蛋白质 渗入 后 ,用 含有 0.2M NaCl 的 0.05 M 磷 酸 缓冲 液 (pH 
7.0) 洗 涤 , 流速 每 小 时 5 毫升 ， 每 个 组 分 的 体积 约 为 2 毫升 , 收集 
具有 最 大 的 BAEE- 酯 酶 及 激 肽 原 酶 活力 的 组 分 ,这 些 组 分 位 于 洗 
脱 图 上 蛋白质 峰 的 右 肩 上 ( 见 图 12C) (Ve=34~35 Ft, FET AY 


"了 00， 


Vo=25 SF), REMC SE BY AAD OT AR AKG BT 3 7) IN Jae RF 
he, TEA) BURN AZ) (Ve=28~33 BFR 36~37 毫升 ) 可 能 是 激 
肽 释放 酶 与 其 它 蛋 白质 的 复合 物 , 对 这 些 组 分 应 作 进一步 的 纯化 。 
表 20 中 提供 了 一 个 从 人 血清 纯化 激 肽 释放 酶 的 典型 实验 的 
结果 。 | | 


mU/mg ‘ a U U/mg mg 


x 10.12 14 16 18 20 
组 分 号 


U/mg U muU/mg 


. 
本 
MX 人 x 一 xussx<x 


25 27 29 St 33 35 3? 39 41 49 45 47 
组 分 号 


图 12? 从 人 血清 制备 高 纯度 激 肽 释放 酶 制剂 的 基本 步骤 。 
实验 条 件 已 在 正文 中 叙述 


A 一 一 稀释 血清 在 DEAE-Sephadex A-50 上 (pH7.0) 的 负 吸 附 ( 组 分 体积 为 
200 毫升 ); 也 一 一 在 SE-Sephadex K-50 上 含 激 肽 释放 酶 的 组 分 的 层 析 , pH 
6.9% 0.2M NaCl 时 得 到 的 洗 脱 液 ( 组 分 的 体积 10 毫升 );C 一 一 激 肽 释放 酶 
在 Sephadex G-200 上 的 凝 胶 过 滤 ( 组 分 体积 2 SH) 
纵 座 标 一 一 BAEE- 酯 酶 活力 (U)(X 一 X 一 ); 卫 AEE- 酯 酶 比 活力 (U/mg)j( 
+); BK BS HY ELIE HD (mU/mg) (A—A—), W REARS (LH) (WHE RA 
(A) TRL 280 nm 光 密 度 Azgo 表示 (也 ), 或 以 毫克 表示 (C)。 横 座 标 一 一 组 分 
编号 
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激 肽 释放 酶 制剂 的 鉴定 


所 得 的 激 肽 释放 酶 制剂 用 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 时 在 Y- 球 和 蛋 
白 的 位 置 上 形成 一 条 带 。 根 据 Sephadex G-200 凝 胶 过 滤 的 资料 
计算 ,纯化 后 的 激 肽 释放 酶 的 分 子 量 约 为 100000。 酶 制剂 中 不 会 
有 血 纤 维 蛋 白水 解 活力 及 酷 蛋 白水 解 活力 ， 不 能 将 血 纤 维和 蛋白 原 
转变 成 血 纤 维 蛋 白 。 实 际 上 也 没有 酰胺 酶 活力 。 不 分 解 赖 氨 酸 酯 。 
高 纯度 的 激 肽 释放 酶 制品 不 含 激 肽 释放 酶 的 抑制 剂 及 激活 剂 ， 受 
10 ‘MRA ARRAS, Trasylol*(Ki=1x10°M), KB 
果 胰 蛋白 酶 抑制 剂 (Ki=1x=10°°M) 的 抑制 CT. C. Tlacxuna u 
zxp.，1975)。 卵 类 粘 和 蛋白、 肝素 、 免 血清 的 胰 和 蛋白 酶 耐 热 及 耐酸 抑 
制剂 (B. 中 . HapTHKoBa，T。C。IIacxHHa，1969) 不 抑制 酶 制剂 的 
激 肽 原 酶 及 酯 酶 活力 ,换算 成 BAEE- 酯 酶 活力 单位 后 激 肽 释放 酶 
制剂 的 激 肽 原 酶 活力 比 胰 和 蛋白 酶 的 活力 要 高 二 个 数量 级 。 激 肽 释 
BMAF tl PA GA 80 多 的 蛋白 质 ( 按 Lowry) , 20 儿 的 活化 的 
酶 ( 按 Trasylol 滴定 的 资料 ), 在 4C 时 , 几 个 月 内 有 活力 。 

所 得 的 激 肽 释放 酶 制剂 在 “功能 "上 是 纯 的 ,在 模型 研究 中 可 
用 纯 的 底 物 来 研究 激 肽 原 酶 反应 的 机 理 ， 也 可 用 来 研究 激 肽 系统 
与 血液 凝固 体系 及 血 纤维 蛋白 溶解 作用 之 间 的 关系 〈 体 内 及 体 
db) 


从 兔 血 清 制 备 高 度 纯化 的 激 肽 原 
T. If. Eroposa, JI. 工 . MaKkeBHIHHa， 
E. B. Poceuuexraa., T. C. Ilacxuna 


激 肽 原 是 血管 活性 肽 一 激 肽 的 无 活性 前 体 物 存在 于 人 及 哺乳 
*# 一 种 膜 蛋白 酶 抑制 剂 的 商品 名 , 德国 拜耳 药 厂 出 品 一 译 者 注 。 
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类 的 血浆 中 。 每 '100 毫升 血浆 含有 20~30 毫克 激 肽 原 。 它 是 含 
糖 量 很 高 的 酸性 wi- 糖 蛋白 , 它 的 分 子 量 为 50000。 在 血浆 中 激 肽 
原 可 以 以 几 种 不 同 的 分 子 形式 存在 ,其 中 包括 分 子 量 为 100000~ 
200000 的 高 分 子 量 激 肽 原 〈 不 同 生物 中 占 5 ~15 %) CT. C. IIac- 
XHHa，1972)。 

激 肽 原 是 专 一 的 蛋白 酶 ( 激 肽 释放 酶 ) 及 非 专 一 的 蛋白 酶 ( 胰 
蛋白 酶 ) 的 底 物 ， 这 些 蛋白 酶 从 激 肽 原 分 解 出 一 个 9 肽 -血管 舒 组 
激 肽 或 10 肽 - 赖 氨 酰 舒缓 激 肽 。 图 13 所 示 的 是 激 肽 原 的 假定 结 
构 及 被 分 解 的 键 的 位 置 的 图 解 。 血 浆 激 肽 释放 酶 及 胰 和 蛋白酶 从 激 
肽 原 切 下 一 个 血管 舒缓 激 肽 ， 胰 激 肽 释放 酶 则 从 激 肽 原 切 下 一 个 
赖 氨 酰 舒缓 激 肽 )。 

制备 高 度 纯化 的 激 肽 原 制 剂 对 于 研究 激 肽 原 酶 的 反应 机 理 是 
忆 不 可 少 的 。 分 离 激 肽 原 是 一 个 困难 的 任务 ， 因 为 它 在 血浆 中 的 
含量 较 低 , 并 且 在 分 离 过 程 中 有 被 血浆 激 肽 释放 酶 分 解 的 可 能 。 


一 一 (Val-Ser-Ala)Leu-OH 


S 尿血 纤维 蛋白 溶 
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图 13 公牛 激 肽 原 的 假定 结构 图 解 ( 史 Ma 中 ys Unsymnus, 1971) 
箭头 指 的 是 被 激 肽 原 酶 所 分 解 的 键 
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已 经 发 表 了 几 种 分 离 激 肽 原 的 方法 ， 其 中 也 包括 从 大 及 公牛 
血浆 中 分 离 的 方法 CHabermann, 1970), PF mA MM Salil HR 
离 激 肽 原 的 方法 。 这 是 一 个 早 就 提出 了 的 方法 的 改良 法 〈T. C. 
IIacxHHa，T.。JII。EropoBa，1966) 。 

这 个 方法 是 根据 激 肽 原 是 等 电 点 〈PI 3.15~3.5) 较 低 的 蛋 
白质 ， 所 以 在 pPH7.2 及 高 离子 强度 时 能 选择 性 地 与 DEAE-Se- 
phadex A-50 相 结 合 (T. JEropoBa,， T. C. IIacxHHa,， 1967), 用 
羟基 础 灰 石 吸附 层 析 及 Sephadex G-200 凝 胶 过 滤 可 将 激 肽 原 与 
其 它 酸性 蛋白 相 分离 。 用 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 制 备 电泳 作 最 后 一 步 分 
离 时 可 以 达到 最 大 限度 的 纯化 。 


激 肽 原 含量 的 测定 


血浆 中 及 激 肽 原 分 离 的 各 阶段 的 各 组 分 中 激 肽 原 含 的 量 是 根 
据 被 研究 的 血浆 及 组 分 用 胰 蛋 白 酶 处 理 后 所 形成 的 每 缓 激 肽 的 量 
来 测定 的 ， 并 用 相对 单位 〈U) 表示 它 的 活力 。 工 个 单位 相当 于 切 
下 工 微克 血管 舒缓 激 肽 的 活力 。 为 了 使 激 肽 酶 及 胰 和 蛋白 酶 抑制 剂 
失 活 , 将 血浆 在 酸性 环境 中 加 热 。 

试 剂 

0.1M Tris-HCl 缓冲 液 (PH7.6), A 3mMM 8-3 MH, 
将 4.3 毫克 8- 羟 基 唑 啉 溶 于 10 毫升 0.1 Tris-HCl 缓冲 液 中 
(pH7.8), | 

0.1% RE ABM, AF 0.25m HCl 中 , 应 采用 不 含 麻 蛋 
白 酶 的 胰 蛋 白 酶 制剂 。 

0.2mM 血管 舒缓 激 肽 溶液 , AF 4mM 草酸 中 。10 微克 血管 
舒缓 激 肽 (人 工 合成 的 ) 溶 于 50 毫升 草酸 中 。 


“760。 


测定 过 程 


将 0.1 毫升 血浆 加 到 1 毫升 0.2% 乙酸 中 ， 在 沸水 浴 中 加 热 
30 分 钟 , 将 样品 冷却 ,用 0.5 N NaOH + Ail A PH7.2~7.4 GRR 
百 里 酚 蓝 显 绿色 )， 定 量 地 转移 到 塑料 试管 中 , MA 1 BH 01M 
Tris-HCl 缓冲 液 (pH7.6);0.2 毫 升 胰 蛋白 酶 溶液 (200 微 克 ),37 C 
保温 30 分钟， 加 入 0.5 毫升 20 多 三 氯 乙酸 以 停止 激 肽 原 酶 反应 。 
离 忆 ,将 离心 液 用 0.5 N NaOH} fl #pH7.0,4 AeA 4 mM 
草酸 将 体积 调 到 5 毫升 ,用 前 面 叙述 过 的 生物 学 法 ,用 离 体 大 日 忆 
子宫 角 测 定 血 管 舒缓 激 肽 的 含量 (T.C. IIacxHHa HpP.，1968)。 

测定 不 同 纯 化 阶段 的 蛋白 质 组 分 中 的 激 肽 原 是 用 未 经 变性 的 
蛋白 质 进 行 的 。 于 0.2 毫升 收集 在 塑料 试管 的 组 分 中 加 入 0.6 毫 
$1445 3m Mg-3S3£ mE MEY 0.1M Tris-HCl 缓冲 液 (pPHT.6)(8- 
Ye gs Dif J a A UE SN HFA) 及 0.2 毫升 深 于 0.25 m 
M HCI 中 的 胰 蛋 白 酶 (100~200 微克 )。 将 试 样 于 37C 保 温 20 分 
钟 后 加 入 0.2 训 升 20 匈 三 氯 乙酸 以 停止 反应 。15 分 钟 后 用 0.5A 
NaOH (0.65~0.67 毫升 ) 中 和 样品 ， 用 4m 邓 草酸 将 体积 调 到 2 
毫升 ， 用 生物 学 法 测定 舒缓 激 肽 的 含量 。 结 果 用 每 毫克 和 蛋白质 所 
含 单位 数 表示 。 


激 肽 原 的 分 离 
试 i) 
0.01 M BER ah PM (pHT.2~7.4)—0.12 M NaCl, 
0.01M,0.1M,0.5 MBER AR th wk (PH6.8)—0. 1M NaCl, 


¥5 OE IRA , FZ Tiselius 等 (1956) 的 方法 合成 。 
人 的 新 鲜 唾 液 ,用 前 经 2000 g 离心 20 分 钟 。 
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1M = ZR RRA Bp (PH 8.0), AA CO. HAO.IM= 
乙 胺 , 直至 达到 PH8.0, 以 制备 此 缓冲 液 。 在 实验 之 前 稀释 到 一 定 
的 浓度 。 


分 离 过 程 


第 一 步 ,血浆 的 制备 
取 兔 颈 动 脉 血 放 入 一 个 有 刻度 的 聚 乙烯 容器 中 | (容器 中 盛 有 
4 狗 柠 檬 酸 钠 溶液 ; 按 每 10 体积 血 放 工 体积 柠檬 酸 钠 溶 液 ),1500g 
离心 20 分 钟 。 用 带 有 聚 乙 烯 斜 头 的 注射 器 吸出 血浆 ;使 其 与 血液 
的 有 形成 分 分 开 。 
第 二 步 , 激 肽 原 在 DEAE-Sephadex A-50 上 的 吸附 
将 400 毫升 血浆 用 含有 0.12 M NaCl 的 0.01 MX 磷酸 钠 缓 冲 
液 (PH7.2~7.4) 稀 释 2 倍 后 ， 放 入 含有 400 毫升 DEAE-Sepha- . 
dex A-50 的 稠 悬 液 的 烧杯 中 (CDEAE->ephadex 先 用 同一 缓冲 液 
加 以 平衡 )。 将 混合 液 用 磁 搅 拌 器 在 室温 下 〈18~20C) 搅拌 工 小 
时 , 这 样 的 条 件 下 ,80~90 狗 的 加 入 到 阴离子 交换 剂 中 的 血浆 蛋白 
质 不 被 吸附 。 在 布 氏 漏斗 上 将 混合 液 抽 滤 ， 用 含有 0.12 M NaCl 
的 0.01 M 磷酸 钠 缓 冲 液 (PH7.2-7.4) 洗 涤 阴 离子 交换 剂 
将 DEAE-Sephadex 转移 到 柱子 (3.2x 55 EDK), J 0.01 
M 磷酸 钠 缓 冲 液 (PH7.2~.4) 一 0.12~0.6M NaCl 直线 浓度 梯 
度 洗 脱 。 洗 脱 液 总 体积 800 BH. WT Se MERLE EAM, 
再 用 200~250 毫升 0.6 M NaCl-0.1 M 磷酸 钠 缓冲 液 洗 脱 , 流速 
每 小 时 90 毫升 ,每 一 组 分 的 体积 为 8 毫升 。 
根据 与 人 唾液 激 肽 释放 酶 的 反应 来 探测 所 得 组 分 中 激 肽 原 的 
存在 .为 此 ,在 0.05 毫升 洗 脱 液 中 加 入 0.1 毫 升 人 唾液 后 , 将 混合 
液 在 室温 中 保温 1 分 钟 ， 然 后 将 它 放 入 一 个 盛 有 离 体 大 鼠 子 宫 角 
的 盆子 中 ， 如 果 组 分 中 有 激 肽 原 存 在 的 话 ， 则 大 鼠 子 富 角 就 会 收 
.762 . 


4a, 将 0.05 毫升 缓冲 液 与 0.1 ST ME RMARAAKK 鼠 子 富 
角 盆 子 中 以 作为 对 照 。 

”如 在 图 14 中 所 见 到 的 ， 在 缓冲 液 中 NaCl 的 浓度 为 0.17~~ 
0.42 MAY, 激 肽 原 就 从 柱 上 被 洗 脱 下 来 ( 管 号 37~70)。 激 肽 原 的 
最 大 浓度 在 32~58 SHH, H32~S8 号 管 中 的 洗 脱 液 合并 ， 用 
0.65 饱和 度 硫酸 铵 使 蛋白 质 沉 淀 并 作 进 一 步 的 纯化 。 


M U/mg 


10 20 30 40 50 
组 分 号 
14 用 DEAE-Sephadex A-50 柱 纯化 激 肽 原 。 实 验 条 件 见 正文 
《纯化 的 第 二 步 ) 


纵 座 标 一 一 蛋白 质 的 含量 (280 nm 光 密 度 单位 ) (HEAR); NaCl 的 克 分 
也 深度 (MD)( 实 线 ); 激 肽 原 含量 (U/mg)(。~-----~`…-)。 横 座 标 一 一 组 
分 ( 按 收 集 器 的 试管 序号 ), 每 一 组 分 的 体积 8 毫升 
在 组 分 2b 中 ( 见 图 14) 含有 高 分 子 激 肽 原 ， 人 人 血浆 激 肽 释放 
酶 从 激 肽 原 土 切 下 血管 舒缓 激 肽 , 但 该 酶 不 能 从 组 分 2a 形 成 激 肽 。 
Sephadex G-25 凝 胶 过 滤 。 为 了 进一步 在 羟基 础 灰 石上 提纯 
激 肽 原 , 离心 收集 组 分 2a 的 沉淀 (15008g) , 将 沉淀 溶 于 最 小 体积 
含有 NaCl 的 0.01 M 磷酸 钠 缓冲 液 中 (PH6.8)。 然 后 将 它 过 
Sephadex G-25 #£(2.5% 25 厘米 ) 以 除去 硫酸 铵 (柱子 预先 用 同 
一 缓冲 液 加 以 平衡 )。 用 不 含 硫酸 铵 的 蛋白 质 溶液 ( 奈 氏 反应 阴性 ) 
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作 分 离 激 肽 原 之 用 。 
第 三 步 , 羟基 磷 灰 石 吸附 
用 含有 0.14 NaCl 的 0.011 磷酸 钠 缓冲 液 (PH6:8) 平衡 
羟基 础 灰 石 。 实 验 中 采用 新 制备 的 贮存 期 不 超过 2 个 月 的 羟基 础 
TRA, RBH VE FA ZEIGE OPP BEAT. 
将 Sephadex G-25 柱 凝 胶 过 滤 后 所 得 的 蛋白 质 溶 液 放 六 盛 
有 50 毫升 羟基 础 灰 石 悬 液 的 烧杯 中 , 用 搅拌 器 将 混合 液 在 军 温 下 
PEPE 1 小 时 ,50008g 离 心 20 分 钟 ,用 40 毫升 缓冲 液 洗涤 沱 淀 2 次 ， 
用 含有 0.1M NaCl 的 0.1 代 磷酸 钠 缓 冲 液 (pH6.8) 洗 脱 吸 附 在 
PARKA LN KR, Aik, ARIMA 50 毫升 缓冲 液 ， 
搅拌 1 小 时 后 , 离 尼 ,将 羟基 础 灰 石 从 溶液 中 除去 ,用 40 毫升 缓冲 
液 洗涤 羟基 灰 石 沉淀 2 次 ,将 洗 脱 液 与 第 一 次 洗 脱 液 合并 。 
在 所 得 的 组 分 中 ( 表 21 中 以 3a 表示 ) 集 中 了 68% 的 激 肽 原 。 
用 硫 贸 (0.65 饱 和 度 ) 沉 演出 组 分 中 的 蛋白 质 以 作 进一步 纯化 之 用 。 
第 四 步 , Sephadex G-200# HRIEH 
将 上 一 步 所 得 的 蛋白 质 沉淀 (离心 , 5000g, 20 分 钟 ) 与 上 清 分 
开 后 溶解 在 最 小 体积 的 ( 约 12 毫升 ) BA 0.1M NaCl fy 0.01 M 
磷酸 钠 缓冲 液 (pH6.8) 中 ， 上 Sephadex G-200 柱 (2.5Xx50 厘 
米 ), 柱子 预先 用 上 述 缓 冲 液 加 以 平衡 。 洗 脱 时 缓冲 液 流 速 为 每 小 
时 20 毫升 ,每 一 组 分 的 体积 为 3 毫升 。 
30~75 号 收集 管 中 都 含有 激 肽 原 〈 图 15)。 最 大 活力 在 伍 一 
55 号 收集 管 中 。 将 洗 脱 液 按 激 肽 原 含量 合并 成 三 个 组 分 : 得 ,4b， 
4c。 在 0.65 AMERRE PILES AMR, BORE, REA 
解 于 最 小 体积 的 蒸 饮 水 中 , 将 此 溶液 在 Sephadex G-25 #: 1.5 x 
25 厘米 ) 上 脱盐 (柱子 预先 用 水 平衡 ) 后 冰冻 干燥 。 
第 五 步 , 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 制 备 电 泳 
从 组 分 4b 所 得 的 激 肽 原 制 品 ， 尽 管 杂质 的 含量 不 超过 25% , 
.7164 。 


但 按 蛋 白质 组 成 来 说 却 是 不 均一 的 。 在 圆 盘 凝 胶 电 汶 时 (7.5 儿 聚 
丙烯 酰胺 凝 胶 , Tris- 甘 所 酸 缓冲 液 , PH8.9, Davis, 1964), BRT 4 
ai- 球 蛋白 的 迁移 率 相同 的 激 肽 原 外 , 还 见 到 有 位 于 清 蛋 白 ， 2:- 及 
aa- 球 蛋白 的 位 置 上 的 蛋 白 质 组 分 。 

作 某 些 生物 化 学 研究 时 ， 特 别 是 对 激 肽 原作 化 学 鉴定 时 必须 
采用 电泳 上 均一 的 并 且 含 有 最 高 活力 组 分 的 制剂 (20 U/mg), 


5 10 15 20 2 3035 40 95 50 55 60 65 70,75 80 
组 分 号 


16 444} 3a] Sephadex G-200 凝 胶 尼 析 ， 实 验 条 件 见 正文 
(第 四 步 纯化 ) 


纵 座 标 一 一 蛋白 质 含量 (280 nm 6S Ar) (LR); MAE (U/mg 
蛋 和 白质) 虚线 )。 横 座 标 一 一 组 分 号 , 每 一 组 分 的 体积 3 毫升 


为 了 制备 高 度 纯化 的 激 肽 原 制剂 ， 采 用 了 用 电泳 分 离 样品 后 
从 凝 胶 上 洗 脱 蛋白 质 的 方法 。 使 用 上 面 提 到 过 的 Davis 的 标准 系 
统 ， 或 者 用 >hapiro 等 (1967) 的 方法 在 特别 选择 的 系统 中 分 离 蛋 
白质 。 用 后 面 那 一 种 方法 时 ， 将 组 分 4b(15U/meg) 所 得 的 激 肽 原 
制品 3 毫克 溶解 在 1.5 BFF 0.1% SDS,  37°CHE 12 小 时 
Ja, IMB) 12 根 8.5% 的 凝 胶 柱 (6 x 100 毫米 ) 上 GE RE FA 0.1% 
SDS-0,1M Tris-HCI 组 冲 液 , PH8.0 配 制 )， 在 4Reanal 69 型 》 
FAK (MP HET HK, SH 5mA， 根 据 省 酚 蓝 条 带 移 动 的 位 置 
决定 电泳 过 程 何 时 终止 0.5 多 的 省 酚 蓝 预先 加 于 和 蛋白质 溶 液 中 (3 
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微 升 /0.1 毫升 ) 或 加 于 电极 缓冲 液 中 〈1 毫升 /1 升 )。 电 泳 持续 约 
1.5 小 时 。 

从 玻璃 管 中 取 出 凝 胶 柱 。 为 了 尽快 确定 蛋白 质 区 带 的 位 置 ， 
将 凝 胶 柱 浸入 12% =A CRAMP 5 一 10 分 钟 ， 至 凝 胶 表 面 出 现 
白色 发 乳 光 环 时 为 止 。 

将 其 中 一 条 凝 胶 柱 用 2% ASEM 10B GA FS ARAN 20% Z 
酸 与 丙酮 溶液 中 ) 显 色 过 夜 作 为 对 照 ， 多 余 的 染料 用 电泳 除去 ， 
检 出 与 对 照 凝 胶 上 兴 上 颜色 的 条 带 相应 的 被 三 氯 乙酸 所 显示 的 条 
带 。 

从 凝 胶 柱 上 切 下 被 三 氧 乙酸 检 出 的 具有 激 肽 原 迁 移 率 的 最 帘 
的 蛋白 质 条 带 ， 放 入 带 有 最 小 体积 的 0.2 凤 三 乙 胺 碳酸 氧 钠 缓冲 
液 (PH8.0, 含 0.1% SDs) 的 试管 中 ,在 37C 放 置 2~3 小 时 后 , 倾 
出 洗 脱 液 , 将 凝 胶 冰 冻 后 重新 倒 入 同样 的 缓冲 液 。 如 些 重复 再 操作 
3~4 次 。 将 洗 脱 液 合并 后 冷冻 和 干燥。 将 干燥 的 物质 溶 于 少量 水 
中 ,在 生物 胶 P-4 柱 上 进行 彻底 脱盐 《柱子 先 用 水 加 以 平衡 )。 收 
集 在 波长 280nm 有 吸收 的 组 分 。 

表 21 所 示 是 一 个 分 离 及 纯化 激 肽 原 实验 的 结果 。 


纯化 后 的 激 肽 原 的 性 质 


应 用 制剂 4b 对 免 激 肽 原 的 基本 人 性质 作 了 研究 。 这 个 制剂 在 
育 丙 烯 酰胺 凝 胶 电 泳 时 是 不 均一 的 。 电 泳 图 谱 上 ， 除 了 在 BRE 
白 区 域 上 有 一 条 基本 条 带 外 , 在 az- 及 /B:- 球 蛋白 区 域 有 拖 条 浅 的 
条 再 。 

用 Sephadex G-200 凝 胶 电 泳 法 测定 所 分 离 的 激 肽 原 的 分 子 
HH 54000~56000, “FH ATE PH3.15~3.5 之 间 CT. Tl. Ero- 
pospa, T. C. Ilacxuna, 1967). 

3 BP BK DRY Es Fe A NE I, A EB BR IE 
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表 21 从 免 血 浆 分 离 及 纯化 激 肽 原 


, seam) mera | geste | Up gee 
ovine A? | 量 ( 克 ) REE HAL) 《多 ) | 和 化 程度 


NN 


1. 血清 (400 毫 升 ) 22 0.07 | 1540 | 100 1 
2. DEAE -Sephadex 2a 1.5 0.8 1200 72 11 
A-50 层 析 
2b 0.3 0.5 150 10 


wo 


. 组 分 28 FERRER KA 3a 0.3 3.5 1050 68 50 
上 的 吸附 


4. 484) 3a 在 Sephadex 


C=-200 上 凝 胶 层 析 

试管 号 No, 30~44 4a 0.1 2.0 200 13 30 
No. 45~55 4b 0.04 |15.0+2 600 39 210 
No. 56~70 4c 0.08 5.0 400 25 70 


组 分 4b 的 聚 丙 烯 酰胺 5a 0.016 |20.0+2 320 21 300 
FRC HE, bk 


放 酶 及 胰 重 白 酶 的 底 物 。 这 种 激 肽 原 制 剂 可 以 用 于 研究 激 肽 原 酶 
反应 的 模型 试验 。 

” 胰 蛋 白 酶 从 1 毫克 激 肽 原 制 品 4b 可 以 切 下 15 士 2 微克 血管 
舒缓 激 肽 ， 这 个 量 相当 于 制剂 中 激 肽 原 含量 的 60~80 狗 。 胰 蛋白 
酶 能 从 二 毫克 电泳 上 均一 的 制品 5a( 见 表 21) 切 下 20 士 2 微克 血 
管 舒缓 激 肽 ， 这 代表 分 子 量 为 50000 的 纯 激 肽 原 。 最 后 的 那个 制 
剂 已 用 于 测定 免 激 肽 原 分 子 中 的 N- 及 C- 末 端 氨基 酸 。 


人 血 中 羧 肽 酶 N( 激 肽 酶 D 的 酯 酶 活力 的 测定 。 
马 尿 酰 - 工 - 精 氨 酸 的 合成 
C. C. TpanesHuxkosa, EK. B. Pocenueraag, 
B. JI. Kpaituosa, E. C. Uaman, T. C. Ilacxuna 
A MMi FLAG HY UL IR 2 EN CErdos, 1961) 是 第 一 个 仔细 研 
究 过 的 激 肽 酶 ( 激 肽 酶 I )。 这 个 酶 通过 切除 精 氮 酸 的 C- 末 端 而 
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使 血管 舒缓 激 肽 失去 活力 。 

血管 舒缓 激 肽 的 短 时间 低 血压 效应 及 它 短暂 的 半 训 期 〈13 一 
17 秒 ) 在 很 大 程度 上 是 由 于 血浆 中 的 羧 肽 酶 N 所 决定 的 《IC: 
JIacxHHa，1966; 上 rd5s，Yang，1970)。 这 个 酶 在 血浆 中 的 含量 
相当 恒定 。 肝 硬化 时 它 的 活力 降低 。 在 怀孕 的 最 后 三 个 月 , 它 的 含 
& EF} (Erdos. et al., 1965; 上 rdos，Yang，1970)。 新 生 儿 血浆 
中 这 个 酶 的 活力 比 成 人 的 低 2 倍 。 在 许多 并 发 有 血 纤 维 蛋 白 溶解 
作用 过 度 或 血液 凝固 作用 过 度 以 及 激 肽 系统 活化 作用 过 度 的 疾病 
中 ,测定 血浆 中 羧 肽 酶 N 的 水 平 具有 重要 的 临床 意义 。 

血浆 羧 肽 酶 的 活力 可 用 生物 学 方法 〈 血 管 舒缓 激 肽 的 失 活 ) 
也 可 用 化 学 法 加 以 测定 。 用 化 学 法 测定 时 ， 马 尿 酰 - 工 - 赖 氨 酸 ((. 
C. Tpanesunkosna, T. C. Ilacxuna, 1968; 上 rd6s et al., 1965), 
马 尿 酰 - 革 - 精 氨 酸 CHAA) (T. C. IIacxHHa u ap., 1972; Erdos 
et al., 1967) 或 二 硝 基 葵 基 化 三 肽 (DNP-Gly-Gly-Arg) GI. A. 
JIIOOTHHCKag H Op., 1973) 都 可 以 作为 底 物 。 应 用 后 面 两 个 底 物 
可 以 得 到 更 为 精确 的 结果 。 

测定 血清 羧 肽 酶 N 酯 酶 活力 是 一 个 更 为 简单 而 又 快速 的 方 
法 ; 此 酶 水 解 酯 键 比 水 解 肽 键 快 ， 联 AA 的 稀缺 及 合成 上 的 困难 是 
这 个 方法 的 限制 因素 。 

下 面 叙 述 根据 ALAA 的 水 解 速度 测定 人 血清 羧 肽 酶 N 的 酯 酶 
活力 的 分 光 光 度 法 示例 CT. C. Macxuna, H xp.，19727)。 这 个 示 
Bil Fz Erdos 等 人 〈1967) 方法 的 改良 法 。 也 列举 了 一 个 独创 的 
HAA 合成 法 (6. JI. Kpatiuospa u 上 p.，1970) 。 


人 血清 羧 肽 酶 N 活力 的 测定 
方法 原理 
这 个 酶 催化 下 列 反应 : 
- 7568 - 


CH,COOCHCOOH 
| 
NH  (CH2)s 


FR KEN 
一 -一 一 -一 > 


O 
C NH aie 


C,H; C=NH-HCI 


| 
NH, 


邻 马 尿 酰 - 工 - 精 氨 酸 (HAA) 
C,H, CONH—CH,COOH + OH—CHCOOH 


NH 
HC1-NH,CLNH 
马 尿 酸 SAR 
这 个 方法 的 原理 是 根据 对 AA 酯 键 水 解 时 释放 出 来 的 马 尿 
酸 量 的 测定 。 马 尿酸 在 中 4nm AA HAA (1.06 x 10°) BK 
的 克 分 子 消 光 系 数 (2.17x 10)， 因 此 波长 254 nm 下 样品 光 密 度 
的 增加 与 血清 中 所 含 的 酶 水 解 HAA 的 速度 成 正比 。 


试 剂 

0.05 M Tris-HCL 缓 冲 液 OpH8.0)。 

1m MHAA-HCI 8%, HF 0.05 M pH8.0 fy Tris-HCl 组 
冲 液 中 《 底 物 )。3.70 毫克 HAA- HC] 溶 于 10 毫升 缓冲 液 中 。 

Im 到 马 尿 酸 溶液 ， 深 于 同样 的 缓冲 液 中 。 将 17.9 毫克 马 尿 
酸 溶 于 100 毫升 Tris-HCl 缓冲 液 中 , 马 尿酸 在 分 析 前 用 乙醇 重 结 
HE 

分 析 过 程 
将 缓冲 液 与 底 物 溶液 在 水 洽 中 加 热 至 37"C,， 然 后 在 分 光 光 度 
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计 的 保温 比 色 杯 中 37°C) WA 1.5 SF 0.05 M Tris-HCl 缓冲 
Wi (PHB. 0) Be 30 微 升 人 血清 (用 微量 吸 量 管 )。 用 细 玻 璃 棒 加 以 搅 
拌 ,加 入 底 物 (1.5 毫升 Im M HAA.HCI 溶液 ， 溶 于 同一 缓冲 液 
中 )。 所 以 ,在 酶 活力 开始 测定 以 前 ， 血 清 已 被 稀释 了 100 倍 ， 而 
HAA 的 最 终 浓 度 则 为 0.5m M, 

加 入 底 物 及 搅拌 后 立即 开始 记录 试 样 在 254 nm 光 密 度 的 增 
加 值 ,同时 以 溶解 于 相同 缓冲 液 中 的 0.5m M HAA- HCI 溶液 作 
为 对 照 。 第 一 次 读 得 的 数据 是 由 试 样 中 的 蛋白 质 含量 决定 的 ， 把 
它 作为 零 。 测 量 总 共 进 行 5 分钟 ,每 隔 30~60 秒 钟 读数 一 次 。 测 
量 结束 时 ， 应 用 光 密 度 增加 -时 间 曲 线 中 的 直线 部 分 算出 1 分 钟 
内 A>is 的 值 。 因 为 反应 的 绝对 速度 不 大 (L 2} HAY AD. 1 0.007~ 
0.009), 所 以 必须 十 分 小 心地 进行 分 析 。 一 定 要 设置 对 照 试 验 ,并 
严格 保持 温度 (37"C)， 因 为 这 个 酶 反应 的 特点 是 具有 较 高 的 温度 

图 16 为 稀释 100 倍 的 人 血清 对 HAA 的 水 解 速度 。 实 验 是 
严格 地 按 上 述 测定 条 件 完 成 的 。 从 图 16 可 以 看 出 ， 只 是 在 开头 
3 一 :4 分钟 内 保持 着 HAA 形成 与 反应 时 间 的 正比 关系 ， 这 段 时 间 


HA-HAA 
ADz4 


16 稀释 100 倍 的 人 血清 对 马 尿 酰 工 - 精 氨 酸 的 水 解 。 反 应 条 件 见 正文 


纵 座 标 一 一 波长 254nm 样 品 光 密 度 的 增加 (对 0.5mMZHAA,HCI)i 
横 座 标 一 一 HAA 水 解 的 时 间 ( 分 钟 


“和 


内 被 分 解 底 物 为 10~15%, ROA ea EL ER AZ BM, HY FB 
ET RT wy OR AR TN HE Se. 
血清 中 酶 活力 的 计算 

从 实验 中 测 得 的 1 分 钟 内 AD2ss AR AL.) 计算 出 酶 活 
力 。 根 据 标准 曲线 从 酶 活力 (图 17) 或 根据 克 分 子 消光 系数 算出 与 
这 些 数值 相当 的 在 3 毫升 样品 中 在 1 分 钟 内 由 酶 所 水 解 的 HAA 
MM $y, 最 后 ;以 1 毫升 血清 在 工分 钟 内 所 水 解 的 HAA AM 数 或 
以 工 章 升 血 清 中 酶 的 单位 (U)《〈 酶 活力 的 国际 单位 ) 表示 实验 结 
果 。 

为 了 制作 标准 曲线 ,用 0.05 M Tris-HCl 缓冲 液 (pH 8.0) 将 
原始 HA 及 HAAQGm 邓 ) 溶 液 配制 一 系列 稀释 溶液 一 一 0.0625， 
0.125,0.25, 0.50m M, 以 缓冲 液 作为 对 照 测定 HA，HAA 的 光 
密度 ， 算 出 它们 的 光 密 度 值 的 差 下 
额 ， 并 对 相应 的 克 分 子 浓 度 的 深 Re 
液 作 图 。 

从 图 17 的 标准 曲线 可 以 看 
i} HA 5 HAA 光 密 度 之 差 值 ”2; 
AMA HAA 0.1, MSF 1 SH 
#4 0.151m@MHA ZH, PEM 


0, 0.2 0.3 
HA 的 增长 等 于 HAA 的 减少 , TT nl 
那么 在 下 列 公 式 中 可 用 此 值 作为 ”图 17 有 HAA 存 在 时 用 分 光 光 
法 测定 HLA 的 标准 曲 
计算 的 党 数 ， 度 法 测定 的 标准 曲线 
we 纵 许 标 一 254nm 下 ,HA 与 HAA 
ADa wx1.51Xx3X1 光 密 度 之 差 值 ; 横 座 标 -一 1 毫升 
1x0.03 样品 中 HA 的 微克 分 子 数 


=AD,3,2# x 151M@MHAA/1 毫升 血清 (1 分 钟 ) 
式 中 ADz4 旬 为 实验 中 求 得 的 在 1 分 钟 内 光 密 度 的 增加 值 ; 1.51 为 
-171- 


在 ADESBAA=1.0W, 1 SARAH + hk HAA We MX; 3 
为 试 样 的 体积 ; 0.03 为 用 于 分 析 的 血清 取样 量 (mD)。 

应 用 这 个 方法 我 们 发 现 ; BRAM RK BN TAA 
1,050.21 4 MHAA/4}$h/Ft (或 单位 /毫升 ) CM+m)。 不 同 
人 之 间 羧 肽 酶 人 活力 的 变化 幅度 为 0.75~1.35 单位 /毫升 。 

在 烧伤 休克 时 发 现 酶 活力 下 降 30~40% (0.5~0.8 单位 /这 
升 )。 在 急性 毒 血 症 时 ， 酶 活力 几乎 增加 2 倍 ,达到 正常 值 的 上 限 
(1.1~1.35 单位 /毫升 ) (T.C. TiacxHHa u ap., 1972), FH we 
伏 期 ( 肾 小 球 器 感染 ) 羧 肽 酶 人 的 活力 接近 于 正常 (0.90 士 0.165)， 
而 在 患 肾 综合 症 ( 有 血液 凝结 过 快 , 血栓 及 血 纤 维 蛋白 溶解 作用 过 
度 的 症状 ) 时 , 酶 活力 大 大 提高 ,甚至 达到 1.57 士 0.16 单位 /毫升 。 
可 能 ， 这 一 事实 与 血浆 中 某 些 在 C- 末 端 带 有 工 ys 及 Arg 残 基 的 
肽 的 含量 增加 有 关 。 


邻 马 尿 酰 -“- 氧 基 -6- 肌 基 - 开 -成 酸 
《 邻 马 尿 酰 工 - 精 氨 酸 ) 的 合成 


文献 中 迄今 只 报导 了 从 马 尿 酸 盐 酸 盐 和 精 氨 RA RE SK 
:-L-k§ aR HAA) 4) — 7K (Folk, Gladner, 1959), 但 是 用 
这 种 方法 时 ， 经 过 艰巨 的 纯化 工作 后 HAA 的 产 率 只 有 6%. F 
面 所 建议 的 从 2- 葵 基 - 哑 唑 酮 -5 (2- 中 ezrokcasomoH-5) & ii A 
BAK HAA 的 方法 (BE. JI. Kpatinopa, C. C. Kunopesko, E. 
C. Uaman, 1970), HF AL A, DR, iy 2. 6) oe 
的 合成 分 三 步 进行 。 

1, 从 马 尿 酸 制备 2- 葵 基 - 唾 唑 酮 -5 


Al,O \ 
C,H, -COHN—CH,COOH-——> | yo 


Wire. Cos ++ Cease 
4) ¥ 179.2 分 于 量 161.1 


- V4 


2. MAGA MBER REE til a PE-O- I SE-L— No Beth Atk CL 
精 氮 酸 ) 


SA 
4 
NOC1 


| 
NH, 


分 子 量 210 .7 


NH NH, .HCl 
YZ 


C 
7 O 
NH—(CH;),—CH—COOH —> 


NH—(CH,) ,—CH-—COOH 
| 


OH 
4) $211.7 


3. 制备 邻 马 尿 酰 - 工 - 精 氨 酸 盐酸 盐 


on se 
x? + C 
N =C ——C,H, | 
NH—(CH,),—CH—COOH 
OH 
分 子 量 161.2 分 子 量 211.7 


“SS * 


NH NH, - HCI 
WA 
i 
NH—(CH,),—CH—COOH 


OOC—CH,NHCOC,H; 
(HAA) 
4) 371.9 


合成 过 程 的 叙述 
2- 葵 基 - 吐 唑 酮 -5 的 制备 
将 10 克 马 尿酸 (用 水 重 结晶 , 100"C 干 燥 ) 在 水 浴 中 与 中 毫升 
CME 80~90°C 加 热 至 完全 溶解 。 将 过 剩 的 乙酸 本 在 真空 中 
28 OKIE 40~50°C) 至 残留 物 开始 结晶 。 将 残留 物 与 叔 丁 醇 
或 无 水 乙醇 与 友 烷 的 混合 液 (1:2) 一 起 研 碎 , 产 率 4.845 HA 
88 一 89 C。 


L-c- 毛 -6- 肌 基 - 戊 酸 盐酸 盐 的 制备 

将 5 克 工 - 精 氨 酸 盐酸 盐 溶 解 于 7.5 毫 升 浓 盐 酸 中 《比重 
1.18), 加 入 3.75 毫升 HNO:( 比 重 1.48), 在 60C 水 浴 中 加 热 , 将 
反应 液 在 真空 中 ( 浴 温 一 80"C) 蒸 发 至 干 , 加 入 10 毫升 浓 盐 酸 , 重 
新 蒸发 , 将 所 得 结 唱 在 ON 盐酸 (38 毫升 ) 中 结晶 ,过滤 ,在 滤纸 上 
用 10 毫升 6 盐酸 洗涤 ,在 NaOH 上 干燥 , 产 率 3.3 克 (60%) ,和 熔 
点 149.5~150°C, gl 

XH %: Cl—30.7; C,H;N;0,Cl,, +41 %, Cl 一 一 
30.8, 


L-o~ 3 2-5 — AN GH Sl) Sh BG BEY HS 


将 7 克 工 -a- 毛 -0- 有 版 基 - 戊 酸 盐酸 盐 溶 解 于 80 毫升 水 中 ， 者 
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Bb 48 小 时 , 将 溶液 在 真空 中 蒸发 。 将 5 毫升 水 加 入 残留 物 中 后 再 
蒸馏 (如 此 重复 二 次 ) 以 除去 极 微量 的 盐酸 。 

在 所 得 的 物质 中 加 入 10 毫升 丙酮 ， 放 置 到 出 现 结晶 。 产 率 
5.8 56 (92%), FER 151 一 153C。 可 以 将 此 物质 不 经 纯化 而 用 作 
进一步 反应 ,但 必须 仔细 地 在 PLO; 上 干燥。 

为 了 作 分 析 ， 将 产物 从 水 与 丙酮 混合 液 中 (20:80) 结 品 出 来 ， 
熔点 158 一 159"C。 

Sc {Hi %. Cl-——16.60; CeH,,N:O:C1。 计 算 值 多 : C1- 一 一 
16.52。 


邻 马 尿 酰 - 工 - 精 氨 酸 的 制备 


将 .9: 克 精 氨 酸 盐酸 盐 及 3.2 克 2- 葵 基 - 咀 只 酮 -5 的 混合 
物 (2 倍 过 量 ) 在 30 毫升 板 丁 醇 中 煮沸 ， 将 反应 进行 到 完全 没有 精 
氮 酸 为 止 。 为 此 ,分 批 加 入 1.6 克 唾 唑 酮 ,反应 混合 液 加 热 的 总 时 
闻 约 为 4 小 时 。 用 层 析 法 * 根 据 精 氮 酸 的 消失 判断 反应 的 终止 ,将 
溶剂 在 真空 中 蒸馏 除去 ， 将 残留 物 溶 于 水 中 ， 过 滤 除 去 马 尿酸 结 
唱 ， 将 滤液 用 乙酸 乙 酯 抽 提 至 完全 除去 残留 的 马 尿酸 。 与 碳 一 起 
加 热 后 过 滤 ， 在 真空 中 蒸发 至 干燥 ， 用 二 次 节 馏 过 的 无 水 乙醇 10 
毫升 将 它 干 燥 ,  HAA-HC! 结晶 与 乙醚 一 起 磨 碎 ， 过 滤 ， 干 燥 
(4 P.O; 上 )。 

产 率 1.7 652.5%), 

将 所 得 产物 (HAA) 在 Whatman 1 号 纸 上 层 析 。 溶 剂 系统 : 
丁 醇 - 乙 醇 - 水 (4:1:1), 用 坂 口 试剂 显 色 层 析 谱 。Rf= 0.40。 

实验 值 狼 : C ——46.23; H——5.77; N 14.20; Cl 一 一 
9.09; C,;H,,;N,O,Cl-H,O, 


* 将 反应 混合 液 在 Whatman] 号 纸 层 析 , 溶剂 系统 : 丁 醇 - 乙 醇 - 水 (4:1:1)， 用 精 
氛 酸 作 标准 ,用 坂 口试 剂 显 色 层 析 谱 。 


“770D ， 


计算 (8%. C—46.09; H——5.90; N——14.34; 
Cl-——9 . 30, 

根据 下 值 及 实验 分 析 数 据 , 用 这 个 方法 所 得 的 HAA 盐酸 盐 
与 文献 中 报导 的 没有 区 别 (Yolff et al; 1962), 


人 血清 抗 胰 蛋 白 酶 活力 的 测定 
B. ®. Haptuxoga, T. C. Ilacxuna 


最 近 几 年 大 家 都 很 活跃 地 研究 蛋白 酶 的 天 然 抑制 剂 ， 其 中 外 
括 存 在 于 血浆 中 的 抑制 剂 。 对 它们 感 兴趣 的 原因 是 在 于 它们 有 多 
样 的 和 重要 的 功能 : 蛋白 酶 的 抑制 剂 在 生物 体内 , 可 作为 这 些 复 杂 
和 相互 联系 的 酶 系统 的 调节 剂 ， 象 血液 凝结 系统 、 纤 维 蛋 自 溶解 
系统 、 激 肽 的 系统 、 补 体系 统 以 及 防止 感染 的 因素 。 在 卵细胞 受精 
作用 机 制 中 起 着 重要 作用 的 也 应 归结 于 蛋白 酶 的 抑 制剂 《Werle 
et al., 1972), 

人 血清 内 一 般 抗 胰 蛋 白 酶 的 总 活性 是 决定 于 在 血清 中 至 少 存 
在 的 四 种 胰 蛋 白 酶 的 抑制 剂 : ai- 抗 胰 蛋 白 酶 ，az- 大 分 子 球 蛋 
白 ， 胰 蛋白 酶 w- 间 -抑制 剂 和 胰 和 蛋白酶 热 稳定 和 酸 稳定 的 抑制 剂 
(Heimburger et al., 1971), 

大 于 90 狗 的 抗 胰 蛋 白 酶 活性 是 在 %i- 抗 胰 蛋 白 酶 部 分 ， 因 此 
根据 抗 胰 蛋 白 酶 活性 的 大 小 可 以 判断 在 血清 中 ai- 抗 胰 蛋 白 酶 的 
量 。 测 定 人 血清 中 这 个 抑制 剂 的 量具 有 诊断 上 的 意义 : qi- 抗 胰 蛋 
白 酶 遗传 上 的 缺陷 常常 伴随 着 成 年 人 非 专 一 性 的 肺 的 疾病 Lau 
rell, Eriksson, 1965) 以 及 小 孩 的 肝 硬 变 CSharp et al., 1969), 

m- 抗 胰 蛋 白 酶 是 属于 所 谓 《 急 性 炎症 期 的 蛋白 质 》 在 血浆 内 
这 种 蛋白 质 的 含量 在 急性 炎症 的 过 程 中 ， 在 传染 病 及 大 的 外 科 手 
术 时 显著 增加 。 在 所 有 这 些 情 况 下 可 观察 到 抗 胰 蛋 白 酶 活性 的 显 
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著 增 高 ， 怀 孕 时 抗 胰 蛋 白 酶 活性 几乎 提高 二 倍 。 因 此 测定 某 些 生 
理 和 病理 状态 下 抗 胰 和 蛋白 酶 活性 是 有 很 大 意义 的 。 
方法 的 原理 

下 面 所 叙述 的 测定 人 血清 中 抗 胰 蛋 白 酶 活性 的 方法 是 经 我 们 
改良 后 的 分 光 光 度 法 (Storico，Schwich，1964)。 此 法 的 根据 是 
测定 被 稀释 50 倍 后 人 的 血清 胰 蛋 白 酶 的 N-a- 葵 酰 - 工 - 精 氨 酸 乙 
酯 - 酯 酶 活性 的 抑制 作用 ; N-a- 葵 酰 - 工 - 精 氨 酸 乙 酯 被 胰 蛋 白 酶 水 
解 的 速度 可 在 波长 中 zanm 处 试 样 光 密 度 的 增加 (ADos3) 来 进行 
测定 ， 血 清 抗 胰 蛋白 酶 活性 的 计算 是 根据 对 照管 (没有 加 血清 7 和 
试 样 管 ( 加 血清 ? 胰 蛋 白 酶 水 解 N-a- 葵 酰 - 工 - 精 氨 酸 乙 酯 速度 的 差 
- 蜡 ， 并 以 二 毫升 血清 中 相对 抑制 单位 数值 来 表示 。 以 胰 和 蛋白 酶 在 
25 C 时 1 分 钟 内 能 抑制 水 解 1 KM N-a- 葵 酰 -二 - 精 氨 酸 乙 酯 的 血 
清 量 作为 一 个 单位 。 

试 剂 

0.05 M Tris-HCl 缓冲 液 CPH8.0)。 

1.5m M N-a- 葵 酰 - 工 - 精 氨 酸 乙 酯 盐酸 盐 溶 液 ， 用 0.05 M 
Tris-HCl 3K (pH 8.0) Aci], 6.2 毫克 N-a- 茶 酰 - 工 - 精 氮 酸 
乙 酯 盐酸 溶解 在 12 毫升 缓冲 液 内 ; 在 测定 当天 配制 以 避免 从-a- 
葵 酰 - 工 - 精 氨 酸 乙 酯 自身 的 水 解 。 

0.1 狗 胰 和 蛋白酶 溶液 ， 用 含有 10 mM CaCl, 的 1m AM HCI fe 
制 ; 工 毫 死 胰 和 蛋白酶 (结晶 制品 ) 溶 于 1 毫升 上 述 溶液 中 ; 在 ACH 
溶液 能 保存 T~10 天 。 测 定 前 将 0.1 多 胰 和 蛋白 酶 溶液 用 lm M HCl 
稀释 10 倍 。 


测定 过 程 
在 着 手 分 析 时 ， 把 人 血清 用 生理 盐水 稀释 50 倍 (0.1 毫升 血 
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清 添加 4.9 BF 0.9% NaCl 溶液 )。 在 分 光 光 度 计 的 比 色 杯 内 准 
备 二 个 样品 一 一 试验 的 和 对 照 的 ， 试 验 的 样品 管 中 含 有 所 9 .毫升 
0.05 M Tris- 缓 冲 液 (PH 8.0),0.1 BATE 1:50 稀释 后 的 血清 和 
0.1 毫升 胰 蛋 白 酶 溶液 (10 微克 )。 对 照样 品 管 中 含 有 2 毫升 Tris- 
缓冲 液 和 0.1 毫升 胰 蛋 白 酶 溶液 (10 微克 )。 二 个 样品 在 分 光 光 度 
计 25°C 恒温 比 色 杯 内 保温 5 分 钟 ， 然 后 向 每 管 加 入 工 毫 升 N=a- 
苯 酰 - 工 - 精 氨 酸 乙 酯 溶液 迅速 混 匀 ， 在 波长 253nm 下 以 2 毫 
升 Tris- 缓 冲 液 和 1 毫升 N-a- 葵 酰 - 工 - 精 氨 酸 乙 酯 溶液 作对 照管 
测 其 光 密 度 的 增加 (AD:ss); 在 A~5 分 钟 内 每 分 钟 读数 一 次 。 


抗 胰 蛋白 酶 活性 的 计算 


在 波长 253 nm 下 光 密度 的 增加 与 反应 时 间 关 系 的 曲线 的 直 
线 部 分 中 找到 试验 样品 与 对 照样 品 在 1 分 钟 内 光 密 度 的 增加 
(AD,s)， 利用 这 些 数值 之 间 的 差异 ， 依 据 公 式 可 计算 抗 胰 和 蛋白酶 
活性 ， 

MOK D2 TS x50= 抑 制 单位 数 /毫升 血清 

式 中 Vo 和 Vi 一 在 对 照 和 试验 样品 中 胰 和 蛋白 酶 水 解 N-a- 苯 酰 - 
L- 精 氨 酸 乙 酯 的 速度 , 相等 于 试验 样品 和 对 照样 品 在 1 分钟 内 光 
密度 相应 的 增加 ADsss 2.73 一 为 了 计算 该 试验 条 件 下 样品 中 
N-a _- 茶 酰 - 工 - 精 氨 酸 乙 酯 被 水 解 的 量 (wM) 的 计算 系数 ; 此 数值 
是 根据 ImMN-a- 苯 酰 -L- 精 氨 酸 和 N-a- 苯 酰 - 志 - 精 氨 酸 乙 酯 深 


液 光 密 度 的 差 值 是 1.1 和 试 样 体积 是 3 aes (5°) =2:73) 而 得 


0.1 一 一 为 了 分 析 所 取 稀 释 过 的 血清 量 ( 实 验 样 品 ); 50 一 一 稀释 倍 
数 。 
我 们 建议 用 于 分 析 的 血清 以 取 1:50 稀释 后 的 血清 0.1 毫 升 
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为 宜 ， 这 样 选择 为 的 是 使 抑制 数值 不 超过 5 ~ 607%, AN FR Be TN 
清 抗 胰 蛋 白 酶 活性 很 高 ,抑制 作用 超过 50~60%, MAW SA 
只 要 取 此 稀释 的 血清 0.05 毫升 就 足够 了 。 

用 胰 蛋 白 酶 水 解 N-a- 葵 酰 -二 - 精 氨 酸 乙 酯 是 一 个 带 有 高 温 
度 系数 的 酶 促 反 应 ， 所 以 必须 严格 控制 温度 在 25C。 如 果 分 光 光 
度 计 不 带 恒温 装置 , 那么 可 把 试管 放 入 恒温 水 浴 内 进行 反应 ; 每 次 
测量 光 密 度 前 把 管子 内 的 样品 倒 入 比 色 杯 中 。 

在 应 用 这 个 方法 时 我 们 发 现 ， 在 人 的 正常 血清 或 血浆 内 抗 胰 
蛋白 酶 活性 为 30 士 7 抑制 单位 数 /毫升 ; 当 人 被 烧伤 时 (过 渡 到 毒 
血 症 阶段 时 ) 抗 胰 蛋 白 酶 活性 含量 增加 2~44 倍 ， 所 以 可 以 作为 诊 
断 的 指标 人 CI。C。IIacXHHa H gp., 1972), 


从 免 血 清 制 备 高 度 纯化 的 热 稳定 和 酸 稳 定 的 
胰 蛋 白 酶 抑制 剂 
B. ®. Haptuxosa, O. 工 _OrxoOxHHa， 
P. U. AxyOosexrag, 
JI. B. Ilmnaronosa, T. C. Ilacxuna 


在 最 近 出 现 一 系列 有 关 提 取 ( 从 不 同 来 源 ) 和 纯化 对 热 和 酸 稳 
定 的 蛋 自 质 性 质 的 胰 和 蛋白酶 抑制 剂 的 工作 , 看 来 , 这 些 抑制 剂 在 哺 
乳 动物 和 大 中 起 着 特殊 的 生理 作用 ， 说 明 这 些 化 合 物 特性 的 研究 
有 很 大 的 意义 。 

胰 蛋 和 白 酶 和 胰 凝 乳 蛋 白 酶 的 高 活性 抑制 剂 CT. C. IlacxHHa， 
B. ®. Hapruxopa 1966; B.。 中 .HapTHKoBa u T. C. I[lacxnna, 
1970) 不 同 于 所 有 其 它 ai- 糖 蛋白 性 质 的 抑制 剂 ， 因 为 糖 蛋白 性 质 
的 抑制 剂 存在 于 人 和 哺乳 动物 的 血浆 内 , 分 子 量 很 小 , 它 的 结构 中 
有 5~6 个 二 硫 键 ; 此 特性 保证 了 抑制 剂 在 酸性 环境 中 对 热 的 稳定 
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性 。 从 免 血 中 所 得 的 胰 和 蛋白 酶 的 热 和 酸 稳定 的 抑制 剂 平 均 分 子 量 
是 在 23000+ 1000 HA, pl~2.9; 含 糖 22%; Ki=1x 10M (对 
Ne Sz A BE HL); Abe Be A BY A A Fe HE GS EA SL 
的 抗 胰 蛋 白 酶 活性 12~16%, FEL P BT AY A AR is EY 
制剂 比 在 人 血清 中 高 5 一 10 倍 。 我 们 研究 所 选用 的 材料 证 实 了 这 
种 情况 。 | 

下 面 将 叙述 提取 胰 蛋 白 酶 的 热 和 酸 稳定 性 抑制 剂 的 二 种 方 
法 : 一 种 方法 是 在 经 典 的 层 术 方法 基础 上 再 用 2.5 匈 三 氯 乙酸 浴 
液 来 提取 抑制 剂 ; 另外 一 种 方法 用 胰 蛋 白 与 Sepharose 4B 共 价 结 
合 的 生物 学 上 专 一 的 柱 层 析 方 法 。 


第 一 种 提取 和 纯化 胰 蛋 白 酶 的 热 
和 酸 稳定 性 抑制 剂 的 方法 


此 方法 是 过 去 我 们 所 论述 过 的 从 免 血 清 提取 胰 蛋 白 酶 热 和 酸 


稳定 性 抑制 剂 方法 的 改良 法 (B. DO. Hapruxopa, T. C. IIacxHHa， 
1969), 


方法 的 原理 


制备 高 度 纯化 胰 蛋 白 酶 的 热 和 酸 稳定 性 抑制 剂 是 基于 它 的 酸 
性 特性 (PI 一 2.9), 由 于 此 酸性 特性 保证 了 它 与 阴离子 交换 剂 牢固 
的 结合 , 以 及 它 能 溶解 在 2.5% ITCA 中 ， 有 可 能 从 大 部 分 非 活 性 
蛋白 质 中 将 抑制 剂 分 离 出 来 ， 利 用 0.5 ff PURE ht ER UTE AY He BY) 
血清 蛋白 组 分 作为 原始 原料 ， 胰 蛋白 酶 的 热 和 酸 稳定 性 抑制 剂 在 
Sephadex G-200 族 胶 上 作 最 后 的 纯化 。 


i fl 


胰 蛋 白 酶 结晶 ( 捷 死 斯 洛 伐 克 “9pofa>)。 
750 . 


N-a- 葵 酰 - 革 - 精 氨 酸 乙 酯 (California Corporation» 3 fa), 

DEAE-Sephadex A-50, Sephadex G-25, Sephadex G-200 
(«Pharmacia» Fj HL), 

0.05M Tris-HCl yh yy(pH 8.0), 

0.01M 磷 酸 缓冲 液 COH 6.7~6.8). 

5% =A CRM CCA), 


胰 蛋 白 酶 的 热 和 酸 稳定 性 抑制 剂 活性 的 测定 


在 提取 和 纯化 过 程 中 根据 胰 蛋 白 酶 的 N-a- 葵 酰 -L- 精 氨 栈 
乙 酯 - 脂 酶 作用 的 抑制 作用 来 测定 胰 蛋 白 酶 的 热 和 酸 稳定 性 抑制 
FIAT HECB. ©. HapTHKoBa，T。C。 IJIacXHHa，1969) 。 


测定 过 程 


0.1 毫升 胰 蛋 白 酶 溶液 (10 微克 ) 溶 于 2.5m M AC! 溶液 中 ， 
51.9 毫升 抑制 剂 〈 深 于 0.5.M Tris-HCl 缓冲 液 pH 8 根据 纯化 
的 程度 含有 2~100 微克 胰 蛋 白 酶 的 热 和 酸 稳定 性 抑制 剂 ) 在 比 色 
杯 中 混 匀 。 在 25C 预 温 5 分 钟 后 添加 工 毫 升 0.015M N-a- 葵 酰 - 工 - 
精 氢 酸 乙 酯 溶液 ， 对 照管 以 添加 1.9 毫升 缓冲 液 代替 抑制 剂 。 以 
仅 含 试剂 的 管子 作对 照 , 在 CO-4 分 光 光 度 计 253nm 波长 下 测定 
试 样 与 对 照样 品 中 光 密 度 的 增长 ， 每 1 分 钟 读数 一 次 。 胰 蛋白 酶 
的 热 和 酸 稳定 性 抑制 剂 的 活性 是 根据 实验 与 对 照样 品 光 密度 增长 
AY 21H (ADos3), 以 抑制 单位 来 表示 。 一 个 抑制 单位 相当 于 在 标准 
条 件 下 1 分钟 内 抑制 胰 蛋 白 酶 水 解 1w M N-a- 葵 酰 -L- 精 氨 酸 乙 
酯 的 抑制 剂 的 量 。 

在 免 的 全 血清 中 及 含有 热 不 稳定 性 的 胰 蛋 白 酶 抑制 剂 的 0.5 
饱和 度 的 硫酸 贸 组 分 中 ， 胰 蛋白 酶 的 热 和 酸 稳定 性 抑制 剂 的 测定 
可 以 用 下 列 方 式 进行 : 取 0.5 毫 升 用 0.9% NaCl 淤 液 稀 杰 20 倍 的 
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血清 (或 者 0.5 BHA 2 的 制品 溶液 ， 表 22) 与 0.1 ZF 0.5 M 
酷 酸 钠 缓 冲 液 (P 了 4.1) 混 匀 后 在 60°C 水 浴 中 加 热 20 分 钟 ， 冷 却 
后 添加 0.09 毫升 0.5NNaOH 溶液 中 和 试 样 ， 加 0.05M Tris- 
ACI! 缓冲 液 (p 互 8) 使 试 样 体积 达到 1.9 BH; 进一步 测定 抑制 剂 
的 活力 , 可 象 上 面 所 论述 的 方式 进行 。 


制备 高 度 纯化 的 胰 蛋白 酶 的 热 和 酸 稳 定性 抑制 剂 制品 


第 一 和 第 二 阶段 ”制备 免 血 清和 用 硫酸 铵 沉淀 血清 蛋白 


把 免 颈 动脉 血 收 集 在 聚 乙 烯 杯 中 , 在 37"C 放 20 分钟 4C 放 全 
分 钟 。 把 血 在 1500g， 离 心 30 分 钟 以 分 离 血 清 。 所 得 的 血清 用 水 
稀释 2 倍 , 添加 固体 硫酸 贸 达 0.5 AE, Ant 18 小 时 后 离心 分 
出 沉淀 ， 并 将 沉淀 溶解 在 少量 体积 的 水 中 ， 对 水 透析 36 小 时 后 对 
含有 0.15M NaCl 的 0.01 M wi RR PH6.8) 透析 12 小 时 。 
胰 蛋 白 酶 的 热 和 酸 稳 定性 抑制 剂 实际 上 完全 富 集 在 所 得 的 组 分 中 
〈 见 表 22), 与 原来 血清 相 比 较 它 的 比 活 力 增 加 3~4 倍 。 


第 三 阶段 ”在 DEAE-Sephadex A-50 上 吸附 
胰 蛋 白 酶 的 热 和 酸 稳定 性 抑制 剂 


将 含有 0.15 M NaCl-0,01 M ERA th RK (PH 6.8) 透析 过 
的 组 分 2 在 烧杯 内 与 DEAE_Sephadex A-_50 一 起 搅拌 , DEAE- 
Sephadex 先 用 此 同样 的 缓冲 液 平衡 。 在 PH6.8 HARE BAY 
和 了 酸 稳 定性 抑制 剂 带 有 许多 阳 电 荷 ， 它 与 阴离子 交换 剂 牢 固 的 结 
合 。 用 含有 0.25M NaCl 的 磷酸 缓冲 液 从 DEAE-Sephadex A- 
50 解 吸 蛋 白质 组 分 。 把 此 组 分 弃 去 ， 收 集 0.5M NaCLl- 磷 酸 组 
冲 液 从 DEAE-Sephadex A-50 解吸 的 组 分 。 此 组 分 的 蛋 自 质 用 
0.65 (uA REY (NH,).SO, 沉淀 ; 沉淀 溶解 在 水 内 ， 用 >epbadex 
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G-25 fF (2.5 x 40 厘米 ) 去 盐 , Sephadex G-25 先 用 水 平衡 。 所 得 
溶液 中 胰 蛋 白 酶 的 热 和 酸 稳 定性 抑制 剂 的 活力 是 2 个 相对 抑制 活 
力 单位 /毫克 (组 分 3, 见 表 22)。 在 这 组 分 中 不 存在 胰 蛋 白 酶 热 不 
稳定 性 的 抑制 剂 。 


第 四 阶段 ”用 三 氯 乙 酸 提 取 胰 蛋白 酶 热 
和 酸 稳定 性 抑制 剂 


向 组 分 3 的 水 溶液 添加 等 体积 的 5% ICA。 在 室温 下 放置 30 
分 钟 后 离心 分 离 不 溶解 的 蛋白 质 , 用 2.5 多 TCA 溶液 洗涤 沉 演 二 
次 。 洗 涤 液 与 离心 液 合并 。 合 并 的 溶液 小 心地 用 5% NaOH 中 和 ， 
用 0.65 饱和 度 的 硫酸 匀 沉 省 胰 和 蛋白 酶 热 和 酸 稳定 性 抑制 剂 。 沉 
淀 深 于 少量 体积 的 水 内 , 用 Sephadex G-25 柱 过 滤 去 盐 ; 冷冻 干 
燥 蛋 白质 溶液 (组 分 汪 见 表 22)。 用 TCA 提取 使 胰 和 蛋白酶 热 和 了 酸 
稳定 性 抑制 剂 的 比 活 力 比 上 一 阶段 的 提高 邱 倍 ， 在 这 一 阶段 总 活 
力 的 丧失 ， 可 能 是 有 部 分 的 胰 和 蛋白 酶 热 和 酸 稳定 性 抑制 剂 与 大 量 
的 非 活性 蛋白 质 一 起 沉 演 之 故 。 


第 五 阶段 ”在 Sephadex G-200 Eth 
过 滤 胰 蛋白 酶 热 和 酸 稳 定性 抑制 剂 


胰 蛋 白 酶 热 和 酸 稳定 性 抑制 剂 纯化 的 最 后 阶段 是 通过 Sepha- 
dex G-200 的 凝 胶 柱 〈 柱 的 大 小 是 1x65 EDK) 分 离 高 分 子 量 的 
化 合 物 。Sephadex 用 含有 0.2M NaCl 的 0.01 M 磷 酸 缓冲 液 加 
以 平衡 。 组 分 4 溶解 在 1~1.5 毫升 缓冲 液 内 后 上 柱 ; 缓冲 液 的 流 
速 是 A~S 毫升 /小 时 ， 洗 脱 液 分 部 收集 (每 组 分 0.6 毫升 )。 测 定 
第 二 个 蛋白 峰 的 每 一 组 分 中 的 抗 胰 蛋 白 酶 的 活性 。 图 18 是 其 中 
一 个 试验 的 洗 脱 曲线 。 从 图 18 上 所 示 的 数据 可 见 ， 在 Sephadex 
G-200 柱 上 凝 胶 过 滤 胰 蛋白 酶 热 和 酸 稳定 性 抑制 剂 时 在 洗 脱 曲线 
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mg/ml ”抑制 单位 /mg 


18 24 DO 中 22 48 54 60 


A18 胰 有 蛋白酶 的 热 和 酸 稳 定性 抑制 剂 用 Sephadex G-200 HE 
过 滤 纯 化 (组 分 和 见 表 22)。 实 验 条 件 见 正文 〈 第 五 阶段 ) 


纵 座 标 含量 毫克 /毫升 和 胰 蛋 白 酶 的 热 与 酸 稳定 性 抑制 
剂 的 比 活力 ， Depa te 白质 抑制 剂 的 抑制 活力 单位 来 表示 ; 横 座 标 
一 一 洗 脱 组 分 即 上 自动 部 分 收集 器 上 收集 管 号 码 
了 一 一 蛋白 质 ; cig ae ct Gale ane 
RE AB HMAFIRB EM AI AINA (58), CHMLLIBH: 每 毫克 
蛋白 质 抑制 剂 的 抑制 活力 单位 为 人 区 全 
性 抑制 剂 的 组 分 (5b)， 它 的 比 活力 : 每 毫克 蛋白 质 抑 制剂 的 抑制 活力 
单位 为 10 
的 第 一 部 分 出 现 一 个 大 的 蛋白 峰 , 它 不 具有 抗 胰 蛋 白 酶 的 活性 ; 胰 
和 蛋白酶 热 和 酸 稳 定性 抑制 剂 活性 完全 与 第 二 蛋白 峰 相 吻 合 。 把 具 
有 很 大 抗 胰 和 蛋白 酶 活性 的 组 分 合并 , 在 Sephadex G-25 柱 上 脱盐 
后 冷冻 干燥 ( 见 表 22 组 分 5a)。 
表 22 是 抑制 剂 分 离 过 程 中 的 操作 程序 及 纯化 各 个 阶段 所 得 
各 组 分 的 比 活力 和 根据 总 的 活性 计算 胰 蛋 白 酶 热 和 酸 稳定 性 抑制 
剂 的 产量 。 
由 表 22 可 见 , 利用 这 种 方法 提取 胰 和 蛋白 酶 热 和 酸 稳定 性 抑制 
剂 , 所 得 抑制 剂 的 制品 的 比 活力 是 35~42 抑制 活力 单位 ， 而 产量 
是 27%; 从 1 毫升 兔 血 清 能 够 得 到 18~19 毫克 高 度 纯化 的 胰 和 蛋 


白 酶 热 和 酸 稳定 性 抑制 剂 制品 。 
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K 22 ”从 兔 血 清 提 取 和 纯化 胰 蛋 白 酶 热 和 酸 稳定 性 抑制 剂 
《第 一 种 提取 方法 ) 


抑制 剂 的 活性 sopn 
抑制 活力 单 | 全 部 组 分 恒 多 纯化 程度 
位 /蛋白 质 | 中 抑制 活 orue 

毫克 MARY 


oar | 3 0.04~0.045| 2800 1 


acne 2 0.14~0.15 | 2660 3~4 

—S=DEAE-Se- 
phadex; 0.25~ 
0.6 M NaCl 的 
组 分 


40~50 


第 四 用 2.5 儿 忆 i | 


TCA 抽 提 200~250 


于 第 五 Sephaaex| 5a | 0.020; 3s~42 | 750 | 27 | 2 
C-200 凝 胶 过 滤 


53 


900~1000 


He AR FO A {te SB Bg BY 7A FO BR Fe TE 
抑制 剂 的 第 二 种 方法 


方法 的 原理 


从 存在 于 免 血 清 中 胰 蛋 白 酶 和 胰 凝 乳 蛋 白 酶 热 和 酸 不 稳定 的 
抑制 剂 中 分 离 胰 蛋白 酶 的 热 和 酸 稳定 性 抑制 剂 ， 其 方法 是 把 血清 
fi PH 4.0 #1 55°C 加 热 1 小 时 。 收 集 0.30~0.55 饱和 度 硫 ME EK 
沉淀 的 血清 蛋白 组 分 ， 从 这 组 分 中 提取 胰 蛋 白 酶 的 热 和 酸 稳定 性 
抑制 剂 ， 其 法 是 通过 胰 蛋 白 酶 -Sepharose 4B 专 一 结合 , 其 条 件 如 
P DT a CPS IV) . 

在 高 离子 强度 条 件 下 把 酶 -抑制 剂 复合 物 拆 开 后 , FE 
在 下 , 当 p 于 从 5 降 到 2 时 ,能 得 到 高 度 纯化 的 胰 蛋 白 酶 的 热 和 酸 
稳定 性 抑制 剂 的 制品 ， 此 制品 不 含 任 何其 它 胰 蛋白 酶 的 抑制 剂 和 


* 18) ， 


fF HEA RR 


图 解 了 
pH5.0 
一 CS) + CE 0 He a) 二 
. NaCl 
+ CA) — Cae a.) ES 
异 丙 醇 (15 旬 用/ 从 


一 ( 胰 蛋 白 酶 ] + [ 胰 蛋 白 酶 的 热 和 酸 稳定 性 抑制 剂 ] 
本 二 

结 唱 胰 和 蛋白 酶 ( 捷 死 斯 洛 伐 苑 <>pofay)。 

N-a-4 R-L-¥§ B&R ZB («California Corporation» #% 
国 )。 

Sepharose 4B( «Pharmacia» Fig HL) , 

FARE, 化 学 纯 。 

Sephadex G-25, Hh #4(«Pharmacia» 瑞典 )。 

胰 和 蛋白 酶 抑制 剂 《《Bayery 西 德 )。 

0.05 M Tris-HCl 缓冲 液 (PH8.0)。 

uy A: & 0.01 MCaCl, fy 0.05 Mii RB wp yw (pH 
8.9), : 

缓冲 液 B: 含有 0.22M NaCl #1 0.01 M CaCl, Ay 0.1M i 
酸 缓冲 液 (PH5.0)。 


测定 国定 化 胰 蛋 白 酶 的 脂 酶 活性 


在 25"C 时 将 0.1 毫升 胰 蛋 白 酶 ->epharose 4B HBR MK 
和 1.9 毫升 0.05M Tris-HCl 缓冲 液 QPH8) 混 和 ， 然 后 添加 1 s 
升 0,015 M N-a=- 葵 酰 -L- 精 氨 酸 乙 酯 ( 深 于 Tris-HCI 组 冲 滚 
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中 )。 经 过 3 分 钟 用 2 号 玻璃 砂 芯 漏斗 过 滤 试 样 ， 分 离 出 固定 在 
Sepharose 上 的 胰 蛋 白 酶 , 在 CO-4 分 光 光 度 计 上 波长 为 253nm 
下 测定 光 密 度 的 增长 ， 对 照管 仅 含 试剂 。 胰 蛋白 酶 活性 以 工 毫 克 
干 的 Sepharose 或 者 以 1 毫升 泪 清 的 悬浮 液 中 所 含 的 单位 数 来 表示 
酶 的 活力 。 一 个 单位 相当 于 在 标准 条 件 下 在 工分 钟 内 分 解 Le M 
N-a- 苯 酰 -L- 精 氨 酸 乙 酯 的 酶 量 。 

测定 胰 蛋 白 酶 的 热 和 酸 稳定 性 抑制 剂 的 抗 胰 蛋 白 酶 活性 进行 
步骤 如 上 述 (第 一 种 分 离 方法 )。 


胰 蛋 白 酶 -Sepharose 4B 的 制备 


溴 化 氰 的 合成 ”在 圆 砍 烧瓶 中 放 入 2.5 毫 升水 和 5.7 毫 升 ， 
省 ,在 2 小 时 内 逐 滴 加 入 溶 于 63 毫升 水 中 的 9.7 克 KCN; 反应 是 
在 不 断 搅 拌 下 在 通风 橱 内 进行 的 。 用 订 冷 却 反 应 瓶 〈 必 须 很 好 抽 
气 ! ) 经 此 处 理 后 反应 混合 物 应 成 为 淡 黄 色 ， 用 冰冷 却 的 接受 器 与 
反应 瓶 连接 (接受 器 应 同 装 有 5 M NaOH 溶液 齐 氏 玻璃 瓶 连接 )， 
在 80~90C 水 浴 上 BrCN 进一步 升华 ; BrCN 产量 一 9.15 克 。 

Sepharose 的 活化 ， 根 据 Cuatreacasas 等 人 的 方法 (Cuatrea- 
casas et al.，1968) 用 BrCN 活化 Sepharose 4B:50 毫升 澄清 的 
Sepharose 4B 悬浮 在 50 毫升 0.05 M 硼酸 缓冲 液 中 (PH 也 10.0); 
加 所 得 的 悬浮 液 添加 冰 块 和 5 到 9.5 克 BrCN; 添加 5M NaOH 
溶液 使 反应 混合 液 PH KB) 11, 用 5 妈 NaOH wwe, 
PH 维持 在 此 水 平 上 ; 经 过 10 分 钟 后 用 1 升 0.1M NaHCO; 溶液 
和 2.5 升 缓冲 液 A《〈 预 先 冷 却 到 4"C) 在 玻璃 砂 芯 漏斗 上 洗涤 已 活 
化 的 Sepharose, 

制备 胰 蛋 白 酶 -Sepharose 4B 胰 和 蛋白酶 的 共 价 结合 按 Chau- 
vet, Acher (1972) 的 方法 进行 ; 向 悬浮 在 50 毫升 缓冲 液 A 的 50 
毫升 已 活化 的 澄清 Sepharose 4B( 总 体积 100 毫升 ) 添 加 含有 1 克 


“证 89。 


ee AB 16 毫升 缓冲 液 A。 在 搅拌 下 4C 反 应 18 DN; AA 
有 .0.22 M NaCl 的 2.5 升 缓冲 液 A 洗 涤 所 得 到 的 胰 蛋 白 酶 - 
Sepharose 4B， 然 后 用 1 升 0.1M 缓冲 液 妨 洗涤 ， 直 到 洗 脱 液 
在 280nm 的 吸收 消失 ， 胰 蛋白 酶 -3epharose 在 4C 缓冲 液 B 中 
保存 。 

测定 固 相 胰 蛋白 酶 的 N-a- 苯 酰 工 - 精 氨 酸 乙 酯 - 酯 酶 活性 的 
方法 如 上 所 述 ， 发 现在 该 条 件 下 所 得 胰 蛋 白 酶 -3epharose 4B #& 
浮 液 人 -a- 苯 酰 - 工 - 精 氨 酸 乙 酯 - 酯 酶 活性 在 吸附 剂 澄清 悬 液 中 是 
10 单位 /毫升 , 相当 于 1 毫升 澄清 胰 蛋 白 酶 -=3epharose 4B 中 含 
有 活力 为 20 单位 /毫克 的 0.5 毫克 胰 蛋 白 酶 El 毫升 澄清 悬浮 
液 中 含有 干燥 至 恒 重 的 50~53 毫克 Sepharose 4B), 


高 度 纯 化 的 胰 蛋 白 酶 热 和 酸 稳定 性 抑制 剂 的 制备 


第 一 阶段 ”从 免 血 清 中 除去 热 和 酸 不 稳 
定 的 胰 蛋 白 酶 抑制 剂 


将 按 上 述 方法 制 得 的 2 升 兔 血 清 《〈 提 取 胰 和 蛋白酶 的 热 和 酸 稳 
定性 抑制 剂 第 一 种 方法 ) 用 水 稀释 2 FR HC! 酸化 到 pH 4.0, 
在 55C 加 热 一 小 时 ( 表 23, 第 一 阶段 )。 用 干燥 无 水 硫酸 铵 沉淀 血 
清 蛋 白质 , 将 硫酸 匀 饱 和 度 为 0~0.30 所 沉淀 的 蛋白 质 组 分 弃 去 ; 
收集 饱和 度 为 0.30~0.55( 抑 表 23, 组 分 1B) 沉 淀 部 分 ; FUE 
在 水 中 ;用 0.1mamAM HC! Aye wt Hy Sephadex G-25 柱 (5.5X 
150 厘 米 ) 去 盐 ; 从 柱 的 流出 液 收集 蛋白 质 组 分 , 蛋白 质 浓度 用 紫外 
分 光 光 度 计 (C@-4) 在 波长 280nm 下 比 色 杯 的 光 径 为 工 厘米 进行 
测定 〈 吸 收 值 1.0 相当 于 蛋白 质 含量 1 毫克 /毫升 )。 把 所 得 的 蛋 
白质 组 分 合并 , 向 此 洲 液 添加 4M PRA PIR, PHS. OGRA EE 
0.1 叹 )， 再 加 入 固体 NaCl 和 CaCl, 至 最 终 浓 度 相 应 为 0.22 和 
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0.01 M, ZEEE YA WE BEE A Bo AH fa ae PE i HE: 2: 
0.064 4h il TH Ay Ai / Se OL 23, 组 分 1d)。 


第 二 阶段 ”用 胰 蛋 白 酶 -Sepharose 4B 柱 层 析 组 分 1d 


用 缓冲 液 BCPH5 .0) 平衡 过 的 胰 蛋 白 酶 -Sepharose 4B 24; 
柱 (2.2x 12 厘米 ) 加 入 组 分 1d41.5 克 ( 溶 在 缓冲 液 B 中 )， HH 
速 是 每 小 时 30~40 毫升 。 从 层 析 柱 流 出 滤液 中 ( 见 表 23, 组 分 2a) 
所 得 到 的 是 不 被 胰 蛋 白 酶 -3epharose 4B 吸附 的 蛋白 质 。 为 了 除 
去 与 吸附 剂 非 专 一 结合 的 蛋白 质 ， 用 缓冲 液 也 洗涤 层 析 柱 〈 见 表 
23, 组 分 2b; 图 19, a 峰 )。 为 了 从 含有 胰 蛋 白 酶 复合 物 中 提取 胰 
蛋白酶 的 热 和 酸 稳定 性 抑制 剂 〈 此 胰 和 蛋白酶 是 固 着 在 Sepharose 
4B 上 ), 可 应 用 溶 于 0.01MHCL pH2.0084 15% RAR V/V) 
HY 1M NaCl yey COL 23, 组 分 2c)。 蜡 两 醇 由 于 能 降低 抑制 剂 
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19 用 生物 学 上 专 一 的 胰 蛋 白 酶 -Sepharose 4B & fF #:(2.2 12 OK) 
来 纯化 胰 重 白 酶 的 热 和 酸 稳定 抑制 剂 , 此 柱 先 用 缓冲 液 B(PH 5.0) 平 衡 


a 一 FAR B Beh, (HTER 2b, Kl #23); Pb 一 一 用 含有 1M NaCl, 

0.01 MCaCl, #1 15% (V/V) 异 丙 醇 的 0.01 M HCI 溶液 洗 脱 〈 阶 

段 2c, 见 表 23)。 纵 座 标 一 一 在 280nm 波长 下 1 个 光 密 度 值 的 蛋白 质 

含量 (虚线 ) 和 抗 胰 蛋 白 酶 比 活力 -抑制 比 活力 单位 /毫克 蛋白 质 〈X 
字形 线 妆 横 座 标 一 一 洗 脱 液 的 体积 毫升 
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表 23 ”用 胰 蛋 白 酶 -Sepharose 4B 生物 学 专 一 层 析 从 免 血 清 中 
提取 和 纯化 胰 蛋 和 白 酶 热 和 酸 稳定 性 抑制 剂 ( 第 二 抽 提 方法 ) 


第 一 、 a) 更 血清 (2 ja 
蒸馏 水 稀 |，- 


升 ) 用 蒸馏 3 
Oe 


b) 用 0.3 一 0.55 
FFL PERE 


c) 在 Sephadex 
G-25 上 凝 胶 过 
滤 ， 用 0.1 瑟 M 
HCl 洗 脱 


d) 4A47 1c 酸化 
到 PH5.0 


第 二 、 组 分 1d (1.5 
REE 
Sepharose 4B 


LE 

a) 滤液 

b) 第 一 洗 脱 液 : 
SA 0.22 M 
NaCl #7 0.01M 


CaCl, #) 0.1. M 
醋酸 钠 缓 冲 液 
(pH5) 


c) 第 二 洗 脱 液 
4-4 1M NaCl, 
0.01M CaCly 和 
1576 VA HY 
0.01MHC1 


d) 组 分 2c 在 
37?C 回 旋 浓 缩 器 
上 浓缩 对 蒸馏 水 
透析 


第 三 、 高 活力 的 组 分 
2d 在 Sephadex 
G-T 5: bike Beat 
滤 ; 0.01M 醋酸 
铵 溶液 (PH7.9) 
和 冷冻 干燥 


1b 


1 


1d 


2a 
2b 


Ic 


2d 


1) Fl 
shies as 了 中 al 纯化 程度 
I} JL 2 
(毫克 ) | PH pee eEeeae 
单位 /毫克 PREY 质 各 [RO 
120000 |0.025~0.03* 3600 |100 | 100 1 
45000 0.075 3350 | 37.6] 98 2.5 
41500 0.074 3060 | 34.5 | 86 2 .5 
41500 0.064 2700 | 34-5 | 95 2.1 
32300 0.01 323 | 27.0| 9 bese 
1080 0 0 Hoe] o [二 
52 39~44 1870 | 0.043) 52 |1300~1700 
50 | 39~44 1800 | 0.042; 50 |1300~1700 
41 42~44 1500 0.03 42 |1400~-1700 


* 在 PH 6.0 fl 55° CMMI 1 NT NOL Ps MLS ALE Bee LE 
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Ps) sd 1 ik FD it 7k EF A RE HS) PA Pe ED 9) BY 
Bi, RMEBAKWEHKRAD PHREABEHE, SAREA 
酶 的 热 和 酸 稳定 性 抑制 剂 的 组 分 ( 见 图 19,b 峰 ) 和 有 同样 抗 胰 蛋 
白 酶 比 活力 的 组 分 合并 , 在 387°C 回旋 蒸发 器 上 浓缩 ， 用 燕 馅 水 透 
析 去 盐 。 


第 三 阶段 ”组 分 2d 在 Sephadex G-75 FE HERRITIE 


将 组 分 2d 在 Sephadex G-75 上 进行 凝 胶 过 滤 ( 用 0.014《 本 
REE, PH7.9 洗 脱 )， 以 除去 了 少量 高 分 子 物 质 的 杂质 。 使 胰 
蛋白 酶 的 热 和 酸 稳定 性 抑制 剂 制品 的 抗 胰 蛋 白 酶 比 活力 在 冷冻 干 
燥 前 后 是 相同 的 , A 42~44 抑制 活力 单位 /毫克 , 此 数值 相当 于 胰 
蛋白 酶 的 热 和 酸 稳定 性 抑制 剂 制品 中 抑制 剂 含量 的 97 士 3% 〈 此 
数值 是 根据 用 胰 蛋 白 酶 的 热 和 酸 稳 定性 抑制 剂 溶液 滴定 胰 和 蛋白 酶 
的 测定 而 得 到 的 )( 图 20) Green, 1953), 

因此 , 用 第 二 种 方法 实际 上 在 第 三 步 已 使 抑制 剂 纯化 1400 一 
1700 倍 。 将 血清 胰 和 蛋 蝗 酶 热 和 酸 稳定 性 抑制 剂 加 热 后 其 产量 为 搞 
胰 蛋 白 酶 活性 的 42 狗 。 此 法 从 1 升 兔 血清 中 能 够 得 到 25 毫克 高 
度 纯化 的 胰 和 蛋白 酶 热 和 酸 稳定 性 抑制 剂 。 

用 上 面 所 述 的 二 个 方法 都 可 制 得 比 活力 相似 (35~42 和 42 一 
44 抑制 活力 单位 / 毫 死 ) 的 胰 和 蛋白 酶 热 和 酸 稳定 性 抑制 剂 。 但 是 
第 二 种 方法 是 利用 生物 专 一 的 吸附 剂 ， 是 比较 简便 和 有 效 的 方 
法 。 

以 制备 量 提取 胰 蛋 白 酶 热 和 酸 稳定 性 抑制 剂 提 供 了 从 事 它 的 
结构 研究 的 可 能 性 。 用 化 学 修饰 抑制 剂 功 能 基 团 的 方法 ， 我 们 成 
功 的 确定 了 天 然 胰 蛋 白 酶 的 抑制 剂 是 属于 精 氨 酸 类 物质 。 研 究 胰 
蛋 白 酶 热 和 酸 稳定 性 抑制 剂 的 生理 作用 、 专 一 性 和 结构 特点 是 有 
很 大 的 意义 。 这 种 抑制 剂 特性 与 >hulman (1955) 从 血清 和 人 尿 ， 


4 Dos53 
0.08 


0,06 
0.04 


0,02 


0 2 4 6 6 10 12 mx10° 


20 用 胰 和 蛋白酶 热 和 酸 稳定 性 抑制 剂 滴定 胰 和 蛋白酶 :在 4 里 -二 分 光 光 度 计 
上 进行 测定 。 向 比 色 杯 OEE 1 厘米 ) 倒 入 3 毫升 0.05 M Tris-HCl 缓冲 液 
(pH8.0) 此 溶液 中 含有 :， 胰 蛋白 酶 (根据 胰 蛋 白 酶 抑制 剂 Trasylol# 滴 定 的 数 
据 , 此 制剂 含有 44 多 的 活性 酶 ) 一 一 7.3X10 8M (换算 成 100 多 制剂 六 RBA 
酶 热 和 酸 稳定 性 抑制 剂 一 一 从 0 到 10- 724; N-a- 共 酰 工 - 精 氨 酸 乙 酯 一 一 5X 
10 3M 纵 座 标 一 一 在 波长 253 nm 下 与 对 照管 相 比 较 时 光 密 度 增 长 (ADPz5s)，， 
对 照管 只 含 试剂 不 加 酶 和 抑制 剂 ; AD25s 是 在 不 同 量 的 抑制 剂 存在 再 膜 蛋 自 
酶 水 解 N-a- 葵 酰 - 工 - 精 氨 酸 乙 酯 的 相应 速度 ; 横 座 标 一 一 添加 胰 蛋 白 酶 的 热 
和 酸 稳定 性 抑制 剂 的 最 终 浓度 , 以 克 分 子 浓度 来 表示 (MK ) x 108 


Astrup(1968) 从 孕妇 尿 中 ，Hochstrasser 和 其 同事 (19737 从 人 血 
浆 和 支气管 粘膜 所 提取 出 来 的 抑制 剂 相 似 。 


新 的 测定 蛋白 酶 活力 的 微量 方法 


JI. Il. Amexceeuko 


本 文 所 介绍 的 测定 蛋白 酶 活力 的 微量 方法 是 基于 测定 蛋白 质 
底 物 被 蛋白 酶 水 解 时 所 释放 出 来 的 肽 中 的 精 氮 酸 含量 。 精 氨 酸 含 
量 的 测定 是 用 稳定 的 和 改进 的 坂 口 反应 CI. Tl. Amexceenko, B. 
H. OpexoBHH，1971)， 利 用 此 反应 能 测定 沉淀 后 和 除去 没有 被 分 


* Trasylol 是 一 种 蛋白 质 抑 制剂 的 商品 名 , 德国 拜耳 药 厂 出 品 一 一 译 者 。 
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解 的 蛋 自 质 后 在 三 氯 乙酸 溶液 中 精 氮 酸 的 含量 。 知 道 了 在 蛋白 质 
底 物 中 精 氨 酸 的 含量 和 测定 了 转移 到 溶液 中 的 肽 中 的 精 氮 酸 的 量 
后 ， 就 可 以 计算 出 被 蛋白 酶 水 解 的 蛋白 质 底 物 的 百分数 。 此 法 的 
主要 优点 是 在 于 无 论 AacoHa 或 者 KyHHTIHH 方 法 (HopTpon 等 ， 
1950) 都 不 可 能 计算 出 被 蛋白 酶 水 解 的 蛋白 质 百 分 数 . 所 有 重要 方 
法 里 可 测定 蛋白 质 底 物 水 解 百分数 的 只 有 Moore 和 Stein (1954) 
NERS AA, AAI EAB BRE, A ce aE Ae 
物 或 者 生成 的 肽 都 要 求 事先 进行 完全 的 酸 水 解 。 

我 们 所 建议 的 方法 是 用 游离 精 氨 酸 洲 液 来 制作 标准 曲线 。 肽 
和 和 蛋白 质 是 以 双 缩 脲 复合 物 形式 进行 反应 ， 由 此 提高 了 同 精 氮 酸 
残 基 进 行 坂 口 反 应 的 灵敏 性 ,可 做 到 象 游 离 精 氨 酸 一 样 的 灵敏 度 。 

用 经 典 的 底 物 -血红 蛋白 作为 蛋白 质 底 物 ， 也 可 用 按 Sanger 
法 氧化 的 浴 菌 酶 作 底 物 。 这 个 含有 12.7% 精 氢 酸 的 低 分 子 蛋 白 
质 , 无 论 用 胃 和 蛋白酶 (断裂 约 30 个 肽 键 ) 或 者 用 胰 和 蛋白酶 (释放 18 
肽 ) 都 能 很 好 的 分 解 它 。 

试 ffl 

缓冲 液 : 具有 一 定 PH 值 的 磷酸 缓冲 液 , 柠檬 酸 缓 冲 液 ,醋酸 
缓冲 液 , WY PR Be HK. 

SARK: 1 多 血红 蛋白 或 者 氧化 的 溶菌 酶 溶液 ( 溶 于 适当 
的 缓冲 液 内 )。 

溶菌 酶 的 氧化 (3anger，1949): 1 克 深 菌 酶 溶解 在 35 毫升 
甲酸 中 ， 向 此 甲酸 中 事先 添加 4 eFt 30% HO. wR, IAW 
室温 下 放置 15 分 钟 ,然后 添加 40 毫升 水 , 减 压 浓缩 到 2~4 BFF, 
用 200~300 毫升 冷 的 丙酮 沉淀 。 

离心 分 离 出 沉淀 物 ， 用 丙酮 洗涤 沉淀 物 除去 甲酸 后 在 空气 中 
FR. 
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次 溴 酸 钠 。1 ZARAFAN IN NaOH Wie H, 使 用 前 次 省 
MH FA O.25N NaOH 溶液 稀释 8 倍 。 

2, 4- 二 氯 -1- 蔡 酚 。 

合成 : 5 52 1- 蔡 酚 溶 于 50 毫升 冷 冰 醋 酸 中 ,在 冷却 情况 下 通 
入 氯气 直到 气体 经 过 黄色 的 液体 不 引起 液体 发 黑 ( 黑 云 ) 时 为 止 。 

检验 2,4- 二 毛 -1- 蔡 酚 : 加 几 滴 反应 混合 物 到 试管 中 ,蒸发 到 
于 , 洲 于 几 滴 2 NaOH 溶液 中 ,溶液 不 应 发 青 ， 发 青 表示 由 于 过 
度 的 氯 化 而 产生 了 三 氯 酮 。 如 果 不 发 青 ， 那 么 蒸发 除去 酯 酸 到 出 

现 结晶 , 放 到 第 二 天 以 使 其 结晶 。 在 冰 栈 酸 中 重 结 唱 ,2,4- 三 毛 -1- 

蔡琴 形成 无 色 针 形 结晶 , 在 空气 中 变 混 并 分 解 ; 熔点 107~108°C., 

原液 : 0.2 和 2,4- 二 氯 -1- 蔡 酚 溶 于 无 水 乙醇 中 。 使 用 前 把 1 


份 此 溶液 和 5 份 0.25NWNaOH 溶液 和 2 HAT EEA, 


10% fit — H & (HO-CH,CH,).S 的 乙醇 溶液 。 

2.5mM CuSO, 溶液 。 

5N KOH (at #% NaOH) ¥ yk, 

10 儿 三 氯 乙酸 (ICA) 溶 液 。 

KAR. 

a-N- 葵 酰 - 替 精 氨 酰 胶 CBAA), a-N-2 BEA A R-Z 


(CBAEE)，a-N- 葵 酰 - 精 氮 酸 - 甲 酯 BAME) 和 %-N=- 葵 酰 - 精 氨 酸 


(BA), 
胰 和 蛋白 酶 (结晶 )。 
A AA. 


mM ea R 


FE FETT SE BY) ON FE BT EA BR HH He aK aE) SE A 

酶 活力 之 前 必须 注意 到 : 
1. 为 了 把 研究 的 酶 的 活力 表现 出 来 必须 测定 酶 的 活力 与 - 
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P 开 的 关系 ,并 选择 最 适 反 应 介质 。 

2. 制作 酶 活力 与 酶 和 底 物 保温 时 间 的 关系 曲线 图 。 实 验 时 
所 选用 的 保温 时 间 必 须 是 在 该 时 间 内 酶 的 活力 和 它 的 保温 时 间 之 
闻 存 在 线性 关系 的 那 一 段 时 间 内 。 

3. 测定 被 研究 的 酶 的 活力 与 试 样 中 蛋白 质 浓度 之 间 的 关系 。 
应 选择 这 样 的 酶 浓度 ， 即 在 该 浓度 内 酶 的 活力 与 蛋白 质 浓度 成 正 
比 。 除 此 之 外 还 应 该 考虑 到 在 组 织 抽 提 液 和 生物 体液 中 可 能 存在 
有 蛋白酶 的 抑制 剂 。 当 试 样 稀释 时 ， 它 们 浓度 降低 和 蛋白酶 的 活 
力 增 高 ， 通 过 测定 《稀释 因素 > 既 能 选择 测定 蛋白 酶 活力 的 最 适 条 
件 也 可 弄 清 抑制 剂 的 存在 。 

4. 当 测 定 酶 活力 时 , 必须 在 保持 酶 促 反 应 恒定 的 速度 即 酶 促 
反应 的 最 大 速度 下 进行 。 要 达到 此 点 必须 做 到 酶 被 底 物 全 部 饱和 ， 
在 各 种 不 同情 况 下 , 必须 由 实验 找到 这 个 最 大 速度 , 即 在 蛋白 质 浓 
度 和 保温 时 间 人 恒定 的 情况 下 , 测定 不 同 底 物 浓度 时 酶 制剂 的 活力 。 

当 找 到 了 所 有 这 些 条 件 后 ， 即 可 着 手 测定 一 系列 蛋白 酶 的 活 
力 。 ; 


以 蛋白 质 为 底 物 测定 蛋 日 酶 的 活力 


把 底 物 溶 于 合适 的 缓冲 液 中 , 取 0.5 毫升 ,添加 0.5 毫升 含有 
酶 的 试 样 (组 织 提取 液 ,生物 体液 ,纯化 或 者 半 纯 化 酶 制剂 ) 保 温 一 
定时 间 后 (此 时 间 是 通过 实验 确定 的 ), 用 3 毫升 10% 三 氯 乙酸 沉 
汪 试 样 内 的 蛋白 质 。 离 心 分 离 出 沉淀 , 对 上 清 液 (ICA- 离 心 液 ) 进 
一 步 加 以 处 理 。 对 照 试 样 管 以 相反 的 次 序 添 加 试剂 ， 即 把 0.5 z 
升 的 酶 液 加 到 3 毫升 10% TCA 溶液 中 去 , 再 加 0.5 毫升 底 物 。 有 
人 建议 放置 试 样 使 底 物 自 深 : 即 向 0.5 毫升 底 物 添加 0.5 SHR 
沸 的 酶 液 与 试验 管 一 起 保温 后 用 TICA 沉淀 。 
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用 改 展 坂 口 反应 测定 TCA- 高 心 液 内 精 毛 酸 的 含量 


向 0.5 毫升 TCA- 离 心 液 添加 0.5 BF 2.5mM CuSO, yew, 
0.5 ZF+ 5N KOH Wm, 0.5 BF 2,4-—A-1- BORK. BE 
混合 液 摇 匀 后 加 入 0.5 毫升 次 溴 酸 钠 ， 立 刻 产 生 亮 玫瑰 红色 。 用 
力 振 荡 深 液 ,在 20~30 分 钟 内 (最 大 显 色 时 间 ) 添 加 0.2 SFP BE 
甘 醉 溶液 以 稳定 试 样 。 这 一 步骤 是 必须 的 ， 为 的 是 预先 防止 染色 
产物 被 过 剩 的 次 溴 酸 盐 所 破坏 。， 


添加 硫 二 甘 醇 后 ,无 论 试 样 管 或 者 对 照管 都 出 现 黄 色 , 这 是 由 . 


于 过 剩 的 2, 4- 二 氯 -1- 蔡 酚 和 次 溴 酸 钠 之 间 的 反应 所 产生 的 副 产 
物 引 起 的 。 这 副 产 物 同样 可 用 硫 二 甘 醇 加 以 稳定 。 用 分 光 汉 度 计 
在 波长 520nm 比 色 标的 光 径 工 厘米 测定 试 样 的 光 密 度 。 如 果 对 照 
管 的 光 密 度 过 大 ， 那 么 把 试 样 管 和 对 照管 都 各 加 3 毫升 0.25 N 
NaOH YAM HE TT Fh Eo 


福 林 (Folin) 试 剂 反应 测定 蛋白 酶 的 活力 


向 0.5 毫升 CA- 离 心 液 添加 0.5 BH 2.5mM CuSO, 溶液 ， 
4 毫升 0.5N NaOH wl 1.5 毫升 稀释 3 倍 的 福 林 试 剂 。 经 过 
30 分 钟 后 ,用 分 光 光 度 计 在 波长 760nm 测定 其 光 密 度 。 


用 合成 的 底 物 测定 胰 蛋 白 酶 相 类 似 的 蛋白 酶 的 活力 


在 酶 的 浓度 饱和 情况 下 ， 向 0.1 毫升 ImMea-N=- 葵 酰 替 精 所 
酰胺 或 者 a-N- 葵 酰 - 精 氮 酸 - 乙 酯 添加 0.1 毫升 溶 于 最 适 PH 组 
冲 液 的 酶 制剂 。 保 温 一 定时 间 后 , 将 未 用 TCA 沉淀 的 试 样 40~50 
微 升 点 到 层 析 谱 上 上 。 使 反应 混合 物 酸化 ， 或 者 使 反应 混合 物 立 即 
冰冻 ,或 者 在 沸水 洽 上 加 热 5 分钟, 以 使 酶 促 反应 预先 停止。 

根据 在 实验 中 所 应 用 的 底 物 采用 表 24 所 列 的 任何 一 种 溶剂 
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表 24 ca-N- 葵 酰 - 精 氨 酸 ,x-N- 葵 酰 - 精 氢 酰胺 和 a-N-AR- 
精 氨 酸 - 甲 酯 或 者 w-N- 葵 酰 - 精 氢 酸 - 乙 酯 纸 上 层 析 的 结果 


Rt 值 


溶剂 系统 组 分 比例 “BAA |BAME|BAEE] BA 
2- 丁 醇 -85 多 甲酸 1 0 
2- 丁 醇 - 异 丙 醇 - 水 0 | 0.86 一 0.79 
2 - 丁 醇 - 丙 醇 -水 2:1 |. 0.66 | 0.82 一 0.71 
2- 丁 醇 - 异 两 醇 -=85 多 甲酸 2:2:1 | 0.73 | 0.88 一 0.83 
2 -于 醇 - 丙 醇 -85 多 甲酸 2:2:1 | 0.67 | 0.80 一 0.75 
2- 耳 醇 -两 醇 -85 名 甲酸 1:3:1 | 0.70 | 0.88 | 0.90 | 0.81 
2- 丁 醇 - 丙 醇 -85 多 甲酸 1:5:1 0.58 | 0.72 0.74 | 0.90 
2- 丁 醇 - 丙 醇 -85 多 甲酸 -乙醇 1:3:1:1 | 0.69. |. 0.82 .,|-.0-88). ora 
2-7 B-AR-85 % ARR -C BF -G1:3:1:1:1) 0.67.) 0.79 | 0.81 |. 0.70 
a eo 1:3:1:1| 0.48 | 0.62 | 0.66 | 0.48 
丙 醇 -85 多 甲酸 4:1 0.62 一 0.90 | 0.79 
丙 醇 -乙醇 - 0.55 一 0:77") 0.63 
2- 丁 醇 - 丙 醇 - 乙 酸 下 = 0.60 | 0.23 
正 丁 醇 - 冰 醋酸 -水 42175 7 0.52 一 0.89 | 0.76 
“EAE -85 % FAR -7k 50:5:1 | 0.40 | 0.65 一 0.53 
2- 丁 醇 -85 儿 甲酸- 茶 醇 20:10:15| 0.55 | 0.79 一 0.67 


系统 进行 纸 上 层 析 ( 应 用 Whatman 1 号 纸 )。 在 这 种 情况 下 层 析 
也 有 可 能 定性 和 定量 地 估计 出 可 能 发 生 的 底 物 的 自发 分 解 。 

层 析 谱 在 气流 中 干燥 直到 完全 把 溶剂 蒸发 除去 ,用 0.05 %1- 
蔡 酚 酒精 溶液 处 理 。 层 析 谱 在 紫外 光 灯 下 进行 观察 , MAM a- 
N- 葵 酰 衍生 物 在 由 1- 蔡 酚 所 产生 的 荧光 背景 上 出 现 黑色 的 斑点 。 
前 下 层 析 谱 的 相应 部 位 ,用 3 毫升 0.25N NaOH 抽 提 ， 每 管 添 加 
0.5 毫升 次 误 酸 钠 工作 溶液 。 出 现 亮 玫 瑰 红 色 , 经 过 20~30 分 钟 ， 
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加 入 0.2 毫升 10% Fi — HE GAF 0.25N NaOH 溶 液 内 六 以 稳定 
此 颜色 。 向 试 样 添加 3 SF 0.25 NaOH 溶液 , 在 520mm 波长 下 
测 其 光 密 度 。 对 照管 对 水 进行 测定 ,其 光 密 度 值 不 超过 0.030。 


标准 曲线 


用 氧化 溶菌 酶 的 胃 有 蛋白酶 水 解 产物 制作 标准 曲线 


30 克 氧 化 溶菌 酶 深 于 50 毫升 酸化 的 水 中 (40 BF H,O+ 10 
毫升 0.3NHCI 溶液 )， 向 此 溶液 添加 0.5 毫克 胃 和 有 蛋白酶， 混合物 
在 室温 下 放置 过 夜 。 经 此 保温 制剂 不 能 用 TCA 沉淀 : 这 个 制剂 
与 精 氨 酸 和 酷 氨 酸 一 起 利用 来 作为 制作 标准 曲线 的 标准 物 。 制 备 
好 稀释 成 含有 60~600 毫克 /毫升 的 起 始 溶菌 酶 ,根据 实验 样品 在 
试 样 中 加 入 一 定量 的 TCA。 同 样 制备 好 游离 精 氨 酸 和 栈 氨 酸 洲 
液 ， 其 浓度 分 别 为 0.04 到 0.256 M/ 毫 升 。 从 每 一 试 样 中 取 0.5 
毫升 (三 组 平行 试 样 ) 用 福 林 法 来 测定 精 氨 酸 和 酷 氨 酸 的 含量 。 

图 21 所 示 标 准 曲线 是 用 溶菌 酶 的 胃 蛋 白 酶 水 解 物 和 精 氨 酸 
及 酷 氨 酸 溶液 而 制作 的 。 在 波长 520 或 760nm 所 测 得 的 试 样 光 
密度 值 ， 对 精 氨 酸 或 酷 氨 酸 或 溶菌 酶 的 胃 和 蛋白酶 水 解 物 中 这 三 种 
氨基 酸 的 残 基 的 浓度 绘制 座 标 图 。 曲 线 工 是 福 林 试 剂 同 溶菌 酶 的 
骨 和 蛋白 酶 的 水 解 物 相 互 作用 情况 下 而 获得 的 ， 它 显著 的 高 于 曲线 
IT。 曲 线 开 是 福 林 试 剂 同等 当量 浓度 酷 氨 酸 溶液 反应 而 制 得 的 。 

曲线 亚 是 用 游离 精 氨 酸 ， 或 者 用 溶菌 酶 的 胃 和 蛋白 酶 永 解 物 肽 
中 所 含 的 精 氨 酸 残 基 的 坂 口 反应 而 获得 的 。 所 有 的 点 都 很 准确 地 
落 在 一 条 直线 上 。 这 证 明了 用 TCA 沉淀 的 水 解 物 中 所 有 精 氨 酸 都 
能 起 坂 口 反 应 。 福 林 试 剂 同 酷 氨 酸 的 相互 作用 是 不 专 一 的 。 除了 
酷 氨 酸 外 , 在 肽 链 中 的 色 氨 酸 , 半 胱 氨 酸 都 可 与 福 林 试 剂 起 反应 ， 
可 能 某 些 其 它 氨基 酸 残 基 也 会 同 福 林 试 剂 起 反应 。 由 铜 与 四 肽 和 
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21 标准 曲线 。 亚 是 根据 用 精 氨 酸 溶液 (以 X 字 表示 ) 和 用 溶菌 酶 的 肽 水 
解 物 ( 以 小 圆圈 表示 ) 的 坂 口 反应 (520nmy) 的 微量 法 而 得 到 的 ; | MILAN 
林 反 应 〈760nm); 工 用 酷 气 酸 溶液 y; 工 用 溶菌 酶 的 肽 水 解 物 


纵 座 标 一 一 试 样 的 光 密度 ; 横 座 标 一 一 水 解 液 中 氨基 酸 或 氨基 
RIE (OM /毫升 ) 

多 肽 所 形成 的 双 缩 腺 复合 物 容 易 进行 这 样 的 相互 作用 ， 因 此 常用 

的 按 福 林 的 《 酯 氨 酸 当量 ? 毛 表 示 的 蛋白 酶 活力 , 是 不 正确 的 。 


用 BAME,BAA,BAEE 和 BA 溶液 所 制作 的 标准 曲线 


#2 0.04~0. 3¢M 胰 蛋 白 酶 合成 底 物 点 到 层 析 纸 上 ， 在 正 丁 
醇 =HAC= 水 (4:1:5) 或 者 a- 丁 醇 - 丙 醇 -85 色 甲酸 (1:5:1) 的 溶剂 
系统 内 进行 屋 析 。 再 用 上 述 的 坂 口 反应 进一步 测定 被 分 离开 的 各 
组 成 成 分 的 含量 。 

用 合成 底 物 的 坂 口 反应 所 制作 的 标准 曲线 如 图 22 所 示 ， 在 
50~3000M 浓度 范围 内 物质 的 量 和 光 密 度 之 间 成 正比 关系 。 与 
BAA,BA 和 BAEE 相应 的 所 有 点 都 在 一 条 直线 上 。 

在 一 系列 的 实验 中 测定 了 各 种 物质 对 坂 口 反应 的 影响 ， 已 发 
现 通常 用 来 制备 缓冲 液 的 试剂 一 一 磷酸 盐 ， 柠 檬 酸 盐 ， 四 而 酸 钠 
CHW AREA) , 巴 比 妥 钠 及 吡啶 都 不 抑制 坂 口 反应 ,所 以 可 用 于 测定 蛋 
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22 HENREABNSKROUNRARARHNRORM, FA 
微量 层 析 法 所 制作 的 标准 曲线 


X 字 一 一 BAEE; -小 圆圈 一 -BAA; 三 角 一 一 BA; 点 一 一 精 气 酸 
纵 座 标 一 一 在 波长 520nm 下 光 密 度 值 ; 横 座 标 一 一 点 到 层 析 谱 上 物质 的 nAMM 数 
白 酶 的 活性 。 但 是 Tris- 缓 冲 液 完 全 抑制 坂 口 反应 , 因此 不 能 应 用 
此 缓冲 液 。 

测 样品 的 蛋白 酶 活力 之 前 , 还 必须 从 试 样 中 完全 除去 硫酸 按 ， 
RE, WM, 乙 二 醛 , 硫 代 硫酸 盐 , 硫 醇 盐 , 酚 , HE, 如 果 这 些 化 合 物 在 
实验 条 件 下 存在 于 抽 提 液 中 的 话 。 三 氯 乙酸 不 抑制 坂 口 反 应 。 根 
” 据 我 们 数据 有 游离 氨基 酸 存 在 时 也 不 抑制 坂 口 反应 。 

表 25 所 示 数 据 是 用 前 述 < 精 氨 酸 > 微量 法 而 得 到 的 , 按 胃 和 蛋 自 
酶 和 胰 蛋 白 酶 对 三 种 蛋白 质 底 物 (氧化 溶菌 酶 , 血红 蛋白 和 大 血清 
清 蛋白 ) 的 活力 资料 列 于 此 表 。 后 二 种 蛋白 在 试验 之 前 经 95"C 30 
分 钟 热 变性 , 在 PH2 时 用 胃 蛋 白 酶 分 解 蛋白 质 ， 而 胰 蛋 白 酶 的 分 
解 蛋白 质 则 是 在 PH8.5 时 进行 。 

必须 预先 声明 , 蛋白 质 的 分 解 是 一 个 复杂 的 过 程 , 这 个 过 程 可 
以 用 各 种 类 型 的 反应 来 加 以 描述 。 各 种 肽 键 分 解 的 速度 是 不 同 的 ， 
分 解 的 速度 是 由 氨基 酸 残 基 的 侧 链 的 性 质 ， 蛋 白质 分 子 的 二 级 和 
三 级 结构 以 及 生成 肽 片段 的 大 小 (Mihalyi，Codfrey，1963) fpr 
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相对 的 数值 。 
8 站 “在 三 种 不 同 蛋白 质 底 物 中 借助 于 精 氨 酸 > 微量 法 


测 得 的 胃 有 蛋白酶 和 胰 蛋 白 酶 的 活力 
B a A OBS 胰 & A & 

ne ald tl le ee ala [A tt 
pha BIG 卫星 se 14300, £65000, ,已 ro000, 已 

酶 -一 底 物 比例 | 1:900 | 1:500 soo 1:476 | 1: 700 1:100 | 1:70 
底 物 分 解 的 多 te Be | C0} >) |C1045 $8) (io 分 钟 ji 分 钟 ) 

poo? eligi abel | 33 ha a | 5 11.5 | 1.75 | 1266 

b。M 底 物 /毫克 酶 /分 钟 2.3 


| | 0.07 0.9 0.03 0.03 


c: 2a 底 物 /M Big / 5) | 76.6 | 


So 
or 


2.3 22 .5 | 0.75 0.5 


亲 和 层 析 ( 生 物 学 上 专 一 的 层 析 ) 


O. B. 用 asaKoB8 


纯化 和 分 离 蛋白 质 的 经 典 实验 法 是 基于 蛋白 质 大 分 子 物 理 - 
化 学 特性 的 某 些 差异 。 但 这 个 方法 与 经 典 的 方法 不 同 ， 它 是 根据 
生物 学 上 专 一 的 ， 可 逆 的 相互 作用 的 亲 和 层 析 法 来 纯化 酶 和 其 
生物 活性 物质 。 在 最 近 几 年 制 成 和 应 用 选择 性 的 吸附 剂 方面 ， 在 
生物 化 学 不 同 领域 内 得 到 非常 广泛 的 发 展 ， 例 如 : 在 酶 学 和 免疫 
学 ,核酸 化 学 和 激素 等 方面 (Cuatrecasas, Anfinsen, 197la,b)。 

亲 和 层 析 一 般 用 来 纯化 由 二 种 或 者 多 种 可 相互 作用 的 物质 组 
成 的 复合 物 系 统 中 的 一 种 成 分 。 基 本 原理 是 在 于 将 一 种 组 分 固定 
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在 有 利 条 件 下 专 一 地 吸附 另 一 的 组 分 ， 所 谓 有 利 条 件 是 指 有 利于 
它们 的 相互 作用 和 形成 复合 物 。 被 吸附 物质 的 洗 脱 可 采用 任 一 种 
能 使 复合 物 发 生 解 离 作 用 的 手段 。 为 了 纯化 酶 经 常 利 用 带 有 载体 
的 竞争 性 抑制 剂 。 作 为 配 体 也 可 用 辅助 因子 ， 底 物 或 者 底 物 的 片 
段 。 在 免疫 学 上 杀 和 层 析 广 泛 的 用 于 在 结合 有 抗体 的 抗原 上 提纯 
抗体 和 在 结合 抗原 的 抗体 上 分 离 抗原 。 此 法 成 功 地 用 于 分 离 与 维 
生 素 和 激素 有 结合 的 受 体 蛋白 质 。 杀 和 层 析 同样 用 来 浓缩 稀 的 蛋 
白质 溶液 , 从 活性 制剂 中 除去 变性 的 或 者 修饰 了 的 酶 ,为 了 把 酶 和 
无 活性 的 前 体 分 开 , 该 法 与 已 知 的 蛋 白 质 制 备 的 化 学 方法 相 比 较 ， 
它 的 最 大 的 优越 性 在 于 亲 和 层 析 通 常 是 快速 的 一 步 处 理 过 程 ， 并 
且 被 提取 的 生物 聚合 物 受到 最 小 的 变性 , 因为 在 提纯 时 间 内 , 它们 
的 活性 中 心 依 靠 连接 的 配 体 而 得 到 稳定 。 

为 了 得 到 专 一 ALA RIB eH ER, 琼脂 琼脂 
糖 , SAV RE A EA a A BEB AS FL, AHS 
应 用 的 是 琼脂 糖 , 这 是 由 于 它 有 多 和 孔 的 结构 , 保证 能 使 液体 很 好 的 
流动 , 大 分 子 能 通过 , 以 及 由 于 琼脂 糖 几 乎 不 存在 非 专 一 的 吸附 。 
琼脂 糖 的 化 学 基 团 , 可 用 省 化 氢 活 化 ,这些 化 学 基 团 在 温和 条 件 下 
能 够 连接 各 种 含有 氨基 的 配 体 (图 解 V)。 活 化 了 的 琼脂 糖 对 溶液 
FB DH, ih BE, 离子 强度 的 变化 是 稳定 的 ,同时 对 变性 剂 一 一 尿素 和 
氯 县 也 是 稳定 的 。 


FEV 琼脂 糖 的 活化 作用 
—+0=C=N 
—OH —OH 


Ri 86 HP RE We Bh Ce) 
ASE AY Bic A Td ee FETE 1 Si Hs LE 
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—OH. BrCN 


R—NH, 
-一 一 一 一 > 


WY SAE RR N- 取 代 的 亚 所 基 碳 酸 盐 
—O—C —NH—R 


—OH O 
或 者 N- 取 代 的 碳酸 盐 


制备 活化 的 琼脂 糖 


将 琼脂 糖 倾 析 后 所 得 的 沉淀 悬浮 在 等 体积 水 内 ， 向 悬浮 洪 添 
加 BrCN ,其 量 是 250 毫 克 BrCN 对 1 毫升 琼脂 糖 沉淀 , Ra 2M 
NaOH 溶液 调 PH BJ 11.0, RM 8~12 分 钟 ， 在 反应 时 间 内 逐 滴 
加 入 NaOH 溶液 ， 使 混合 物 保持 在 PHIL, MADER RAE 
合 物 中 以 防止 发 热 , 反 应 终了 时 加 冰 使 混合 物 冷 却 到 OC, 在 布 氏 
漏斗 中 用 30 倍 体积 的 缓冲 液 〈 即 是 以 后 进行 配 体 连接 用 的 缓冲 
RO) 进行 洗涤 。 活 化 以 后 立即 添加 配 体 溶液 。 连 接 反应 是 在 4C 
用 磁 搅 拌 器 不 断 搅拌 下 进行 16~20 小 时 。 搅 拌 速度 应 该 很 慢 , 为 
的 是 不 使 凝 胶 颗 粒 破 坏 。 活 化 琼脂 糖 的 容量 因 不 同 的 配 体 而 异 。 
与 蛋白 质 结合 时 能 使 9%5% 的 蛋白 质 成 为 不 溶性 相生 物 形式 。 与 低 
分 子 化 合 物 结合 时 ， 所 取 配 体 的 量 应 比 所 欲 获得 的 结合 形式 的 量 
大 10 倍 。 在 配 体 连接 反应 中 混合 物 的 P 也 范围 可 自 8.0 到 11.0 之 
A}, PHRMA MEE, RV RSS AMA UT, TERIA FE IH tb 
DRG PRALA BEY, RUE AS PE As Oe A RAR KIB 
过 90~120 分 钟 。 目 前 Pharmacia>y 公司 所 发 售 的 活化 琼脂 糖 商 
品 制剂 具有 很 高 的 稳定 性 。 

专 一 吸附 剂 的 容量 的 检验 是 按 对 配 体 具有 专 一 亲 和 人 性 的 蛋白 
质 的 吸附 能 力 进 行 的 。 

将 专 一 吸附 剂 通常 装 到 一 个 不 大 的 层 析 柱 中 (1~2 x 8~ 10) 
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平衡 后 , 使 蛋白 质 溶液 通过 层 析 柱 , 蛋白 质 溶 于 同样 的 缓冲 液 中 以 
保证 与 配 体 很 好 的 结合 。 用 能 引起 蛋白 质 - 配 体 复合 物 解 离 的 条 
件 进 行 洗 脱 。 专 一 结合 的 蛋白 质 往 往 可 用 改变 缓冲 液 的 pH 和 离 
子 强度 办 法 而 洗 脱 下 来 ; 当 蛋 白质 和 配 体 具有 和 较 强 的 相互 作用 时 ， 
必须 添加 尿素 和 和 氯 县 。 正 确 的 选择 洗 脱 洲 液 应 该 使 蛋白 质 与 配 体 
的 亲和力 显著 降低 ， 而 又 不 引起 蛋白 质 分 子 的 变性 。 有 时 应 用 况 
争 性 抑制 剂 溶液 进行 洗 脱 ， 此 抑制 剂 的 竞争 能 力 比 应 用 的 合成 吸 
附 剂 强 ， 最 后 也 还 有 能 专 一 地 断裂 模板 和 配 体 之 间 的 键 的 方法 以 
及 得 到 配 体 - 蛋 白质 复合 物 的 方法 。 

例 1 在 胰 蛋 白 酶 的 不 溶性 衍生 物 上 通过 吸附 作用 提取 卵 类 
粘 和 蛋白 (Beeley，McCarins，1972) 。 

胰 蛋 白 酶 与 Sephadex G-200 共 价 结合 ， 用 来 提取 胰 蛋 白 酶 
抑制 剂 ， 糖 蛋白 ， 和 从 鸡蛋 白 和 母 鸡 输卵管 中 提取 卵 类 粘 蛋 和 白 。 
Sephadex C-200- 胰 蛋白 酶 制备 的 方法 是 将 10 克 被 省 化 氰 活化 
的 葡 聚 糖 (800 毫升 悬浮 液 ) 与 1.5 克 结 晶 的 胰 蛋 白 酶 反应 而 得 。 
取 鸡 蛋白 溶液 或 者 母 鸡 输卵管 提取 物 作为 提取 卵 类 粘 和 蛋白 的 原 
Kh, AURA ME 6008 离心 10 分 钟 ， 调 PH 3) 7.0, 然后 向 蛋白 
质 溶液 添加 等 体积 的 浓 Sephadex C-200- 胰 蛋白酶 悬浮 液 ， 不 被 
吸附 的 蛋白 质 用 5 倍 体积 的 0.1M Na,HPO, 洲 液 (PH7.0) 离 心 
洗涤 (三 次 ),0.5M NaCl 溶液 洗涤 (三 次 ) 蒸馏 水 洗涤 (三 次 )。 用 
2 倍 体积 0.1V HCl 溶液 (PH1.5) 在 离心 作用 下 ， 从 Sephadex 
G-200- 胰 蛋白 酶 中 洗 脱 卵 类 粘 蛋 白 。 重 复 上 述 过 程 二 次 。 将 酸性 
溶液 合并 , 添加 NaOH 溶液 ,使 PH 达到 4.0， 对 水 透析 2a MES 
冷冻 干燥 , 卵 类 粘 和 蛋白 产量 是 每 1 毫升 G-200- 胰 蛋白 酶 悬浮 液 1 
毫克 。 

例 2, 用 卵 类 粘 蛋 白 抑 制剂 -琼脂 糖 柱 提取 细菌 碱 性 蛋白 酶 
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(Feinstein, Gertler, 1973), 

用 装 有 胰 蛋 白 酶 的 卵 类 粘 蛋 白 抑 制剂 与 琼脂 糖 4B 共 价 结 合 
的 柱 , 只 经 一 步 操 作 就 可 从 Aspergillus oryzae 提取 出 与 碱 性 胰 蛋 
白 酶 类 似 的 胰 蛋 白 酶 。45 克 A. oryzae 的 粗 制 剂 溶解 在 900 毫升 
0.1M 三 乙醇 -HCl Bry (pH 8.0), 4 9000g 下 离心 15 分 钟 。 
上 清 液 通过 装 有 卵 类 粘 蛋 白 抑制 剂 - 琼 脂 糖 凝 胶 的 柱 (3 x 8 厘米 )， 
这 柱 事先 用 三 乙醇 -HCL 缓冲 液 平衡 。 样 品 上 柱 后 用 700 毫升 同 
一 缓冲 液 洗 涤 柱 ,此 后 用 0.2 MX 醋酸 溶液 洗 脱 下 被 吸附 的 蛋白 酶 。 
流速 是 每 小 时 50 SH, BAMA ATM EAR RAR A 
酸 艺 酯 的 能 力 。 将 含有 酶 的 试 样 ， 透析 后 冷冻 干燥 ,得 到 30 毫克 
均一 的 酶 制剂 ; 它 的 比 活力 比 原 来 提高 了 300 倍 ,纯化 的 制品 含有 
原 制 剂 活力 的 55 和 。 


衍生 的 琼脂 糖 
为 了 制作 用 途 更 加 广泛 ， 更 能 与 不 带 氨 基 的 配 体 相 结合 的 琼 
脂 糖 支持 物 ,已 制订 了 一 系列 制备 不 同 衍生 的 琼脂 糖 的 方法 。 
w- 毛 基 烷 基 - 琼 脂 糖 
w- 氨 基 烷 基 - 琼 脂 糖 得 到 很 大 的 推广 , 它 是 将 带 有 不 同 长 度 
链 的 脂肪 族 二 元 胺 连接 到 被 省 化 氨 活 化 了 的 琼脂 糖 的 产物 ， 所 得 
到 的 本 生物 含有 氨基 ， 借 助 于 碳 二 亚 胺 可 以 使 配 体 的 自由 羟基 连 
接 到 氨基 上 《{( 图 解 VI) 。 
PAAR VI 配 体 的 羧基 与 o- 毛 基 烷 基 - 琼 脂 糖 的 连接 
I—NH(CH,), NH, + RCOOH———>|NH (CH). NHCOR 
w— Fe Ge SE-B AR 
此 外 ;如 果 配 体 是 低 分 子 的 化 合 物 , 那么 它 直接 与 基质 的 连接 将 不 
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能 保证 同 蛋白 质 相互 作 用 所 需 的 空间 条 件 。 在 这 种 情况 下 载体 的 
容量 非常 之 小 ， 以 致使 大 分 子 蛋白 质 难以 进入 配 体 分 子 : 配 体 与 
基质 通过 烃 链 的 带 有 柔性 的 《 腿 ? 相 连接 ， 这 使 蛋白 质 易 于 和 配 体 
相互 作用 并 大 大 提高 了 载体 的 容量 。 

例 3， 用 胃 和 蛋白酶 抑制 剂 (Pepstatin) 与 氨基 已 基 - 芒 脂 糖 2:4B 
共 价 连接 的 柱 提 取 组 织 和 蛋白 酶 D CO. B. KasaKkoBa, B. H. Ope- 
XOBHU，1975;，， Corvol et al., 1973), | 

为 了 制备 氨基 己基- 琼脂 糖 , 把 10 毫升 活化 琼脂 糖 4B 的 沉淀 
用 1mM HCI 溶液 洗 染 ， 向 此 凝 胶 添 加 等 体积 的 2M 己 三 胺 溶液 
(应 先 用 6 MHC! 溶液 反 滴定 到 PH10.1)。 反 应 在 室温 和 用 磁力 
搅拌 器 很 慢 的 搅拌 下 进行 3 小 时 。 氨基 已 基 - 琼 脂 糖 用 大 量 的 水 在 
玻璃 漏斗 内 洗 淋 ， 进 一 步 利 用 胃 和 蛋白 酶 抑制 剂 一 一 肽 性 质 的 抗菌 
素 , 它 的 结构 如 下 : 异 成 酰 - 工 - 顷 氨 酸 -L- 顷 氨 酸 -4- 氨 基 -3- 羟 基 - 
6- 甲 基 - 庚 醇 -L- 丙 氨 酸 -4- 氨 基 -3- 羟 基 -6- 甲 基 庚 醇 -Na， 它 是 
胃 和 蛋白酶 和 组 织 蛋白 酶 类 了 D 的 竞争 性 抑制 剂 。 

20 毫克 胃 和 蛋白酶 抑制 剂 溶解 在 2 毫升 甲 酰 - 二 甲 胺 中 , 添加 
2N 羟 丁 二 酰 亚 胺 ; 将 2N 二 环 已 基 碳 二 亚 胺 溶解 在 0.5 毫 升 甲 
酰 - 二 甲 胺 中 ; 溶液 冷却 到 4*C， 倒 出 后 在 冷 室 放置 1 小 时 。 在 室温 
下 轻微 搅拌 下 继续 反应 3 小 时 。 向 反应 混合 物 添加 氨基 己基 - 琼 
CR AUULIE, MA 2 毫升 甲 酰 - 二 甲 胺 ， 使 成 为 稀 的 悬浮 液 ，18%C 
用 磁力 搅拌 器 搅拌 下 放置 过 夜 。 然 后 从 反应 混合 物 中 吸出 所 有 液 
体 ， 而 沉淀 用 少量 体积 的 甲 酰 -二 甲 胺 洗涤 二 次 ， 再 用 二 氧 已 环 和 
甲 酰 -二 甲 胺 等 体积 混合 物 洗涤 二 次 ， 最 后 用 大 量 的 水 洗涤 二 次 。 
没有 被 结合 的 胃 有 蛋白酶 抑制 剂 可 根据 它 抑 制 结晶 胃 和 蛋白酶 分 解 蛋 
白质 活性 的 能 力 来 进行 测定 。 在 这 样 的 实验 条 件 下 与 载体 结合 的 
胃 和 蛋白酶 抑制 剂 为 15 毫克 。 

将 载体 装 柱 (8 x 80 SEK), 用 水 和 0.1M 柠 檬 酸 盐 缓 冲 液 (P 瑞 
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Fy 0.5 MNaCl 溶液 (酸化 到 PH3.5) 洗 涤 , WW T PRAAES 
白质 和 组 织 蛋 白 酶 D ,用 深 于 0.1M NaHCO, 中 的 0.5M NaC! fi 
性 盐 溶液 洗 脱 。 所 得 的 3 毫克 的 酶 制剂 ， 其 比 活力 比 丙 酮 抽 提 组 
分 提高 了 60 倍 , 其 活力 约 占 总 活力 的 70 多。 


氨基 丁 二 酰 -琼脂 糖 


为 了 使 含有 一 级 氨基 的 低 分 子 配 体 与 载体 相连 ， 通 常 应 用 氨 
基于 二 酰 -琼脂 糖 。 在 这 种 情况 下 , 借助 于 碳 二 亚 胺 的 目 由 羧基 进 
行 配 体 的 结合 (图 解 三 ) 


图 解 磷 ”氨基 丁 二 酰 -琼脂 糖 的 制备 和 配 体 的 连接 


O 
2 ogy's. « haacalae! 
—NH(CH,),NH, + ON | oa 
o% 
氨基 琼脂 糖 丁 二 酸 本 
_NH(CH,),NHCCH,CH,COOH 入 
| 碳 二 亚 胺 


氨基 丁 二 酰 -琼脂 粮 
—NH(CH,),NHCCH,—CH,—CONH—R 
| 


O 


向 倾 析 后 的 氨基 -琼脂 糖 沉 淀 添加 丁 二 酸 本 ,其 量 是 按 1 mM 

对 二 毫升 沉淀 之 比例 。 反 应 是 在 4"C 进行; 逐 滴 加 入 20% NaOH 

Yak, 使 混合 物 的 PH 保持 在 6.0。 混 合 物 在 4C 放 置 5 小 时 , 根 
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有 一 级 氨基 的 配 体 在 PH5 时 并 在 有 碳 二 亚 胺 存在 的 情况 下 发 生 
连接 。 
其 它 琼脂 糖 衍生 物 

为 了 分 离 含有 莹 基 的 蛋白 质 ,应 采用 琼脂 糖 的 有 机 冬 衍 生物 。 
可 用 以 下 的 方法 进行 ， 就 是 把 对 - 氧 汞 葵 CF) 酸 盐 连 接 到 氨基 乙 
基 - 琼 脂 糖 凝 胶 上 。 向 35 毫升 氨基 乙 基 -琼脂 糖 凝 胶 的 沉淀 物 添 
加 60 毫升 40 匈 甲 酰 -二 甲 胺 溶液 ， 向 此 悬 浮 液 中 加 久 :2m M 对 - 
ARA A) RA, KB A YW PH 调 到 4.8, 添加 5mM 1= 乙 基 -3; 3- 
— ASE GLE, HE 1 ETP 2 0.2 MNaOH 
WWI, 使 混合 物 的 DH 保持 在 4.8， 然 后 混合 物 在 室温 下 放置 
18 小 时 。 所 生成 的 衍生 物 用 4 升 0.1M NaHCO;: 洲 液 洗 涤 8 小 
时 。 所 得 到 的 吸附 剂 , 它 每 1 毫升 经 倾 析 后 的 沉淀 能 够 连接 40~ 
50 毫克 血红 蛋白 。 通 常 利用 50m M 二 一 基 苏 糖 醇 或 者 半 胱 氨 酸 
的 溶液 将 含有 一 基 的 蛋白 质 从 吸附 剂 上 洗 脱 下 来 。 

如 果 必 须 将 含有 酚 基 或 者 咪唑 基 的 配 体 连接 到 芒 脂 糖 载体 
上 , 可 利用 溴 乙酰 -琼脂 糖 , 它 是 用 溶解 在 二 氧 已 环 中 的 O- 省 乙酸 
羟基 本 二 酰 亚 胺 溶液 ， 在 有 二 环 已 基 碳 二 亚 胶 存在 下 处 理 氨 基 忆 
基 - 琼 脂 糖 而 制 得 的 。 这 个 琼脂 糖 衍生 物 易 与 蛋白 质 连接 也 易 与 
一 级 脂肪 族 和 芳香 族 的 胺 起 反应 。 

含有 脂肪 族 羟 基 的 配 体 借助 于 碳 二 亚 胺 能 够 同 含有 自由 羧基 
的 琼脂 糖 的 衍生 物 结合 。 

亲 和 层 析 的 方法 继续 在 蓬勃 地 发 展 ， 它 应 用 的 可 能 性 远 远 不 
至 此 处 所 介绍 的 这 些 ， 生 物 专 一 层 析 的 原理 已 经 开始 利用 来 分 离 
下 列 这 些 复杂 的 物质 , 例如 : 多 聚 核糖 体 复合 物 ,功能 性 膜 的 结构 
和 多 酶 复合 物 。 
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用 5, 5 -二 硫 代 二 (2- 硝 基 葵 ( 甲 )) 酸 比 色 法 测定 
蛋白 质 的 一 5 了 基 和 一 5 一 3 一 键 
VU. B. Bepesruna, A. 五 . TOodHIEKHH， 
H. A. Llomosa 


测定 蛋白 质 中 统 基 
方法 的 原理 


5,5/- 二 硫 代 二 (2- 硝 基 葵 ( 甲 )) 酸 (DTITNBA)J (Ellman, 1959) 
与 蛋白 质 中 的 自由 :S 孔 - 基 相 互 作 用 以 于 列 方 式 进行 反应 : 


RS Ge 人 THNOosSn C9 SaiNO 


NCOOH NCOOH 
TNPA 
这 个 反应 过 程 在 PH8.0 下 进行 ， 释 放出 硫 代 硝 基 共 阴离子 
CINEPA), 所 形成 的 INPA 的 量 与 DINBA 起 反应 的 蛋白 质 自由 
SH- 基 的 量 成 正比 。 在 412nm 波长 下 INPA 的 克 分 子 消光 系数 
是 11400(Robyt et al., 1971), 


试剂 
Eliman 试剂 (39.6 毫克 DINBA 深 于 10 毫升 0.01 M 磷酸 
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缓冲 液 内 ,P 囊 7.0)。 
0.2 .47 磷酸 钾 钠 缓冲 液 (PH8.0)。 


5, 5 -二 硫 代 二 (2- 硝 基 茶 ( 甲 )) 酸 的 合成 
诛 理 


由 间 硝 基 共 甲醛 制 得 的 间 氨 茉 甲醛， 经 过 硝化 作用 转变 成 3- 
硝 基 -5- 氧 苯 甲 醛 ， 后 者 可 用 高 锰 酸 钾 水 溶液 氧化 成 2- 硝 基 -5- 氧 
苯 甲 酸 。2- 硝 基 -5- 氧 苯 甲 酸 与 亚硫酸钠 相互 作用 后 再 用 碘 氧 化 
形成 2- 硝 基 -5- 玉 基 茶 酸 而 得 5,5/- 二 硫 代 二 (2- 硝 基 苯 ( 甲 )) 酸 。 


第 一 阶段 ”制备 间 氯 茶 甲 醋 


反应 是 在 1 升 容 量 的 四 颈 圆 底 烧 瓶 中 进行 ， 烧 瓶 上 装 有 机 械 
搅拌 器 ,回流 冷 凝 管 ， 滴 液 漏斗 和 温度 计 。 将 50 SREP 
醛 放 到 圆 底 烧 瓶 中 , 添加 252 毫升 浓 盐 酸 , 在 搅拌 下 加 入 225 HA 
化 亚 锡 (SnCl,-2H,0) (分 几 次 加 入 )。 因 为 反应 是 在 加 热情 况 下 
进行 的 ， 所 以 反应 混合 物 应 在 冰 盐 浴 中 冷却 。 毛 化 亚 锡 全 部 加 完 
后 , 得 到 稠密 的 橙黄 色 物 质 ,在 0" 到 一 2 温度 下 〈 用 冰 盐 水 冷却 ) 
用 50 毫升 水 把 它 稀释 ， 在 缓慢 搅拌 下 由 滴 液 漏 斗 加 六 溶 于 9002 
升水 中 的 23 克 亚 硝酸 钠 。 在 搅拌 下 小 心 的 将 所 得 混合 物 (由 于 氮 
气 溢出 而 起 泡沫 ， 倒 入 加 热 至 沸腾 的 在 一 价 铜 的 氧化 物 的 盐酸 溶 
WP URE 1.5~2 升 的 烧杯 内 )。 所 得 的 反应 混合 物 呈 黑 褐色 ， 
用 水 蒸气 蒸馏 ,收集 1~1.5 升 蒸馏 液 .将 蒸馏 液 倒 六 分 液 漏斗 中 ， 
将 下 层 ( 微 黄色 油状 ) 分 离 出 来 ,上 层 用 乙醚 抽 提 2 次 ,每 次 100 ¥ 


* 104 克 硫 酸 铜 (CuS94"5H2O) 和 89 克 毛 化 钠 溶 于 加 热 到 70~80"C 的 350 毫升 
水 中 。 向 热 的 溶液 便 入 含有 23 克 焦 亚硫酸钠 (Na25295) 和 14 克 氢 氧化 钠 ( 溶 于 150 2 
升水 内 ) 的 水 溶液 ,用 倾 析 法 将 沉淀 出 来 的 一 价 铜 的 氧化 物 分 离 出 来 , 用 水 洗涤 (同样 用 
倾 析 法 ) 后 溶 于 180 毫升 浓 硫 酸 和 50 毫升 水 的 混合 液 中 。 
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Fre CREA TREK Soy St THAR a SF, 添加 LO~15 Ge CK A 
化 钙 使 其 干燥 。. 在 水 洽 上 〈 用 带 有 直 形 冷凝 管 的 烧瓶 或 者 用 回旋 
蒸发 器 ) 蒸 去 抽 提 物 中 的 乙醚 , 而 沉淀 在 水 泵 减 压 下 燕 饮 。 间 毛茶 
甲醛 的 产量 是 19.5 克 (理论 值 的 45%), 在 剩余 压力 26 毫米 未 柱 
下 熔点 107~109°C, 


第 二 阶段 ”制备 2- 硝 基 -5- 氯 茶 甲 醛 


硝 基 化 在 300 毫升 容量 的 四 颈 圆 底 烧 瓶 中 进行 ， 烧 瓶 内 装 有 
搅拌 器 ;温度计 , 空气 回流 冷凝 管 和 滴 液 漏斗 。 

| 放 142 SFR HCL 于 圆 底 烧 瓶 内 ,在 冰 盐 洽 中 冷却 到 一 5"C， 
在 搅拌 下 加 入 (通过 装 料 漏斗 )14.3 克 硝 酸 钾 (分 几 次 加 入 )， 然 后 
在 温度 0 到 一 5"C 时 ,由 滴 液 漏斗 慢 慢 加 入 14.5 克 间 毛茶 甲 醛 。 在 
0C 下 搅拌 2 小时， 再 在 室温 搅拌 1 小 时 ,将 反应 混合 物 倒 到 碎 冰 
居 上 ;所 得 悬浮 液 在 冰箱 内 放置 过 夜 。 在 布 氏 漏斗 上 过 滤 沉 淀 ,用 
冷水 洗涤 到 不 呈 酸 性 反应 ,在 放 有 磷酸 本 的 真空 干燥 器 内 干燥 , 2- 
硝 基 -5- 氯 苯 甲 醛 的 产量 是 24.9 克 ， 熔 点 69"C， 此 产物 可 不 经 纯 
化 就 用 于 下 一 个 阶段 。 


第 三 阶段 制备 2- 硝 基 -5- 氯 茶 甲 酸 


,氧化 作用 是 在 1 升 容量 的 三 颈 圆 底 烧 瓶 内 进行 的 。 烧 瓶 内 装 
有 搅拌 器 ,回流 冷凝 管 和 滴 液 漏斗 , 在 烧瓶 内 加 入 360 毫升 水 , 加 
24.9 克 2- 硝 基 -5- 氧 苯 甲 醛 , 加 热 搅 拌 。 向 熔化 的 2- 硝 基 -5- 氧 茶 
甲醛 (70'C 左 右 ) 添 加 5% 高 锰 酸 钾 水 溶液 , 直到 氧化 完全 , 检验 是 
否 氧化 完全 是 根据 点 上 几 滴 反 应 混合 物 到 滤纸 上 看 其 是 否 有 颜色 
来 判断 。 在 充分 氧化 时 , 滤纸 上 二 氧化 锰 班 点 中 心 的 外 围 湿 环 被 染 
上 淡 红 色 。 而 在 不 完全 氧化 时 几乎 无 色 。 将 热 反应 的 混合 物 在 布 氏 
漏斗 上 过 滤 除 去 二 氧化 锰 , 滤液 ( 亮 黄色 ) 用 盐酸 酸化 后 在 冰箱 中 
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放置 过 夜 。 在 布 氏 漏斗 中 吸 滤 , 沉淀 用 冷水 洗涤 和 在 真空 干燥 器 干 
燥 。 得 到 19.3 克 2- 硝 基 -5- 氯 葵 甲 酸 ， 其 熔点 为 124 一 129'"C。 和 母 
液 在 分 液 漏斗 中 用 乙醚 抽 提 , 乙醚 抽 提 液 用 无 水 硫酸 钠 和 干燥 , 蒸发 
掉 乙 醚 , 这 样 又 可 得 到 3.8 克 2- 硝 基 -5- 氯 葵 甲 酸 。 总 产量 是 占 理 
论 值 的 86 儿 ,为 了 纯化 2- 硝 基 -5-- 氧 葵 甲 酸 , BY LE A 

将 所 得 的 2- 硝 基 -5- 氧 葵 甲 酸 (\ 熔 点 136"C) 进 行进 一 步 精 制 。 


第 四 阶段 ， 制 备 5, 5 “RKC BEAR) ) MB 


6 克 2- 硝 基 -5- 毛 苯 ( 甲 ) 酸 放 到 烧瓶 内 ,加 入 150 毫升 水 在 
搅拌 下 由 滴 液 漏斗 逐 滴 添加 20% NaOH 水 浴 液 到 PH7,2 (根据 
PH 试纸 ). 在 这 PH 下 所 有 的 55/- 二 硫 代 二 (2- 硝 基 茶 ( 甲 )) 酸 都 
溶解 , 通过 滴 液 漏斗 加 入 溶解 在 30 毫升 水 内 的 由 4 BE 
(Na;S.9H;O)。 所 得 溶液 在 50"C 保 温 2 小 时 , 在 搅拌 下 向 此 溶液 
逐 滴 加 六 溶 在 碘化钾 中 的 碘 液 (4 oe LYSE 100 毫升 KI 溶液 内 ) 
进行 氧化 , 直到 反应 溶液 呈现 橙黄 色 ( 此 颜色 是 由 硫 酚 盐 的 阴离子 
所 决定 的 )， 不 再 变 为 淡 黄 色 ( 二 硫化 物 ) 为 止 ) 反应 混合 物 用 100 
毫升 盐酸 酸化 (1:1D)。 析 出 的 油状 物 在 搅拌 下 很 快 结晶 , 把 此 物质 
吸 干 ， 用 水 洗涤 和 用 真空 泵 于 燥 ,5,5'- 二 硫 代 二 (2- 硝 基 茶 〈 甲 )) 
酸 的 产量 为 4.9 克 ( 占 理论 值 的 41.59%); 它 的 结晶 是 深 棕色 的 。 

为 了 纯化 可 把 此 酸 在 冰 栈 酸 中 二 次 重 结晶 ， 重 结 草 后 变 为 淡 
黄色 的 结晶 粉 未 , 其 熔点 为 237~.238*C (已 有 分 解 ) 中 和 作用 的 
当量 : 计算 值 是 198, 实际 值 190, 

为 了 测定 中 和 作用 的 当量 ， 准 确 秤 取 5,5 二 二 硫 代 二 (2- 硝 基 
苯 ( 甲 ) ) 酸 在 相当 于 理论 值 2 倍 体积 的 0.01V NaOH yaw Ay MH 
洲 解 所 得 溶液 用 0.01N HCI 或 者 H,SO, xe, WR 
酚 蓝 作为 指示 剂 . 不 能 直接 用 0.01 N NaOH 溶液 清 定 ,因为 5 5/- 
二 硫 代 二 (2- 硝 基 茉 ( 甲 ) ) 酸 与 稀 碱 深 液 反应 很 慢 。 

- 212 * 


测定 蛋白 质 中 一 SH 基 的 步骤 


向 试 样 管 中 加 入 3 毫升 蛋白 质 溶液 ,2 毫升 0.2M 磷酸 缓冲 液 
(pH8.0) 和 5 毫升 水 ,最 终 体积 为 10 FGA A), WARE 
管 蛋 白质 的 量 决 定 于 蛋白 质 中 一 SH 基 的 含量 。 例 如 ,用 大 白鼠 单 
胺 氧化 酶 纯化 的 制剂 进行 工作 时 , 此 制剂 一 SH 基 的 含量 大 约 是 8 
M—SH 基 /105 克 和 蛋白质。 那么 A 试 样 管 中 加 入 1~0.5 毫克 蛋白 
质 就 够 了 。 

从 试 样 管 A 中 吸出 3 毫升 ， 用 微量 吸管 向 它 添加 0.02 毫升 
Ellman 试剂 。 迅 速 的 振 摇 试 样 管 , 此 时 出 现 黄色 ，2 分 钟 后 用 分 
光 光 度 计 在 ,412nm 波长 下 测 甚 光 密 度 。 用 这 种 方式 能 够 测定 蛋 
白质 中 能 迅速 起 反应 的 一 > 也 基 (HO.。M. TopdHHCcKH 首 ，19717)。 如 
果 在 研究 的 蛋白 质 中 具有 缓慢 反应 的 一 SH 基 , 那么 要 经 过 较 长 的 
时 间 才 出 现 颜色 。 每 经 过 5 分 钟 测定 一 次 光 密度 ， 一 直到 它 的 数 
值 不 再 恒定 为 止 。 测 定 实验 试 样 管 的 光 密 度 值 时 以 0.02 毫升 水 
代替 Ellman 试剂 作为 对 照管 。 

可 以 按 下 式 计算 琉 基 的 含量 : 

Co=“-D, 
此 处 Co 一 一 要 求 的 一 SH 基 的 浓度 (MD; 4 一 一 反应 完全 后 实验 
试 样 光 密度 的 增加 ;，8 一 一 TNPA 克 分 子 消 光 系 数 (8=11400); 
也 一 一 稀释 倍数 。 

例如 ， 试 样 管 与 Ellman 试剂 一 起 保温 后 光 密 度 的 增加 是 
0.087, HA 


_ 0.087 , 10 3.0 


Ame: Eee eh a 


Co=2.54x10°M 
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进一步 计算 每 一 克 分 子 蛋白 质 的 一 SH 基 含量 , 如 果 不 知道 蛋 
白质 的 分 子 量 , 那么 按 10 克 蛋 白质 计算 。 在 我 们 情况 下 , 在 工 升 
所 研究 的 溶液 内 含有 0.31 克 蛋白 质 那么 在 105 克 蛋 自 质 中 
一 > 瓦 基 的 相应 含量 将 等 于 | 

于 2 0 OE = 8. 2M —SH4E/10 克 绰 白质 

如 果 用 不 溶性 蛋白 质 (例如 ， 线 粒 体 或 者 微粒 体 悬 浮 液 ) 预 先 
必须 使 蛋白 质 增加 溶解 度 。 为 了 把 悬浮 的 蛋白 质 进行 溶解 TE 1 
升 约 含有 2 毫克 蛋白 质 的 溶液 中 添加 中 多 非 离子 去 拍 剂 OP-10, 
使 其 最 终 浓度 为 1 多 。 将 试 样 管 混 匀 ， 在 室温 中 放置 二 小 时 5 在 
试 样 中 如 有 比较 高 浓度 的 去 拍 剂 OP-10 2% MH BR) MH 1% 
Triton X-100, 被 Ellman 试剂 滴定 的 一 SH 基 的 数值 就 会 降低 。 
在 下 列 情况 下 不 能 采用 Ellman 法 〈Butterworth et. al., 1967). 
1) 当 滴定 隐蔽 的 一 SH 基 时 ， 因 为 蛋白 质 与 Ellman 试剂 长 时 间 
保温 可 能 使 Ellman 试剂 自发 氧化 。 在 这 种 情况 下 建议 向 试 样 人 
中 加 入 尿素 至 最 终 浓度 为 8M。 为 此 , 将 4.8 SEAR RRR ARTE 
2 毫升 0.2M Tris -缓冲 液 中 (pH8.0)， 加 入 3 毫升 被 研究 的 蛋 
白质 溶液 , 加 水 使 试 样 管 的 体积 达到 10 毫升 ， 进 一 步 的 测定 按 如 
上 所 述 ，2) 当 用 有 色 的 蛋白 质 进行 研究 时 ， 特 别 是 色素 蛋白 ; 3) 
为 了 酶 的 稳定 或 激活 而 利用 入 基 化 合 物 时 【〔 例 如 ，2- 斑 基 忌 醇 思 
—SH 基 的 滴定 , 具有 除去 琉 基 化 合 物 后 才 有 可 能 。 


测定 蛋白 质 中 的 二 硫 键 
方法 的 原理 


tn AEE A BR SH Shop, 还 存在 一 S 一 S 一 基 , 那么 
DINBA 可 能 同 后 者 相互 作用 。 此 时 反应 按 下 面 图 解 进 行 (Robyt 
et al., 1971) 
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R—s_—s —< > No， 二 SS 一 4 >-No， 


\cooH NCOOH 


当 有 二 斑 基 苏 糖 醇 存在 下 或 者 在 PH 10.5 情况 下 所 形成 的 二 
硫化 合 物 ( 反 应 式 1~-3 右 半 部 分 ) 将 分 解 而 生成 TNPA。 比 较 一 
下 添加 二 琉 基 苏 糖 醇 (或 者 PH 达到 10.5) 前 后 游离 的 TNPA 的 


含量 , 即 可 测定 蛋白 质 中 二 硫 键 的 量 。 
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itil 


Tris- 磷 酸 缓冲 液 (PH8.1),1M Tris fl 1M 磷酸 盐 混 和 。 

0.01M 磷酸 钾 钠 缓冲 液 (P 瓦 8.1)。 

0.1N HCl 溶液 。 

0.1N NaOH 溶液 。 

am M Ellman 试剂 溶液 (DTNBA 的 分 子 量 是 396.4; 在 10 
ZF PF 7.93 50) ARE 0.014 BERR MUKA (PH8.1), 

0.02mM 2-3 CRAM. 


测定 步骤 


RR EE ARS AEA — HSE, 那么 向 2 毫升 一 S 也 
基 浓 度 为 0.5 一 10x 10° 的 蛋白 质 溶液 添加 0.1 毫 升 LM Tris- 
磷酸 缓冲 液 (PH8.1) 和 0.5 BF Ellman 试剂 。 显 色 后 此 TNPA 
是 根据 测定 一 35 了 基 一 节 中 所 说 的 反应 测定 TNPA 的 浓度 ， 然 后 
向 试 样 加 入 0.1N NaOH 溶液 , 仔细 地 调 pH 到 10.5, 经 过 1~2 
分 钟 后 〈 在 此 时 间 内 INBA 从 二 硫化 物 中 断裂 下 来 〈 见 反应 I~ 
3), 添加 0.1N 了 Cl 溶液 至 P 瓦 8.1。 必须 用 pH 计 控 制 试 样 PH 
的 变化 , 同时 必须 用 磁力 搅拌 器 搅 匀 试 样 。 调 PH 要 进行 得 很 快 ， 
所 以 建议 事先 用 一 定量 的 NaOH 和 HC! BET Rie. AA 4PH 
10.5 时 DINBA 会 自发 分 解 ， 因 此 必须 设 只 含 卫 llman 试剂 的 对 
照 试验 。 计 算 蛋 白质 中 一 3 也 基 的 总 含量 后 (游离 一 > 蔬 基 加 由 一 
S 一 S 一 键 形成 的 一 SH 基 ), 一 S 一 S 一 键 的 数目 可 以 按 下 列 公 
式 计算 : 


一 S$ 一 SS 一 基 的 浓度 =+[( 在 PH10.5 时 的 INEA 浓 度 ) 
一 (至 PH10.5 时 的 INPA 演 度 ) 
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这 个 公式 可 用 以 下 方式 推算 , 如 果 蛋 白质 中 含有 一 个 一 SH 基 
和 一 个 一 S 一 S 一 键 ， 那 么 最 初 每 一 克 分 子 蛋白 质 形成 1 克 分 子 
TNPA, 当 PH 数值 调 10.5 Ja, 又 释放 出 3 克 分 子 INEA, 其 中 1 
克 分 子 是 游离 一 SH 基 ( 见 反应 1), 因此 在 减 去 以 前 在 公式 中 要 乘 
以 系数 2。 

测定 不 含有 一 SH 基 的 蛋白 质 中 的 一 S 一 S 一 基数 目 时 ， 向 
实验 试 样 中 添加 0.1 毫升 0.2m M 2- 芒 基 乙 醇 后 按 上 述 方法 进行 
反应 。 对 照管 只 含有 了 上 llman 试剂 , 2- 琉 基 乙 醇 ， 缓 冲 液 和 水 。 蛋 
白质 溶液 中 的 一 S 一 S 一 基 含 量 可 根据 下 面 公 式 计 算 : 

—S=s ayer = EPH 10.5 RCN APE) — LD 


生物 多 聚 物 经 醋酸 纤维 素 薄 膜 超过 滤 
JI. B. Bopoe06peB， 也 . WU. 工 Bo3saeB 


在 分 离 酶 、 蛋 白质 和 核酸 的 过 程 中 , 往往 得 到 的 是 浓度 非常 黎 
的 生物 多 聚 物 。 为 了 进一步 研究 必须 把 此 委 溶 液 浓缩 。 已 知 浓缩 
生物 高 分 子 的 方法 有 : 盐 析 作 用 、 有 机 溶剂 沉淀 、 透 析 袋 内 蒸发 作 
用 、 将 多 聚 物 对 高 渗 溶 液 进 行 透 析 等 等 超过 滤 的 方法 是 这 些 方 法 
中 最 方便 的 方法 之 一 ， 这 个 方法 能 够 在 非常 温和 的 条 件 下 即 在 低 
mJ 220 PH 范围 内 、 溶 液 的 任 一 离子 强度 下 进行 浓缩 ， 事 实 上 
是 在 没有 溶剂 的 浓缩 作用 下 完成 生物 高 分 子 的 浓缩 的 。 因 此 应 用 
本 法 引起 的 变性 作用 极 小 。 

由 于 很 难得 到 和 孔径 大 小 合适 的 膜 ， 所 以 使 这 个 方法 的 推广 较 
慢 。 最 近 研 制 了 一 系列 的 方法 ， 由 醋酸 纤维 素 用 干 的 或 者 湿 的 甲 
酰 化 作用 的 方法 来 制备 薄膜 。 也 用 多 聚 阴离子 或 多 聚 阳离子 来 制 
备 薄 膜 \ 商 品名 称 为 Diaflex)。 该 工作 是 根据 薄膜 的 湿 的 甲 酰 化 
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作用 的 方法 (Van oss, Bronson, 1970), 


图 23 制备 醋酸 纤维 素 膜 的 装置 


1— BIER; 2 一 一 角钢 ; 3 一 一 压板 ;4 一 一 由 金属 丝 制 成 的 
挡 板 ; 6 一 一 固定 螺丝 ; 6 一 一 伸缩 弹簧 


工作 中 利用 纺织 工业 中 应 用 的 二 醋酸 酯 纤维 (TOCT 12808- 
67)。 为 了 制作 纤维 素 膜 采用 如 下 原液 的 配方 :向 8 克 二 醋酸 酯 纤 
维 素 加 入 52 毫升 丙酮 和 40 毫升 甲 酰胺 。 混 合 物 在 具有 磨 口 塞 子 
的 烧瓶 内 在 室温 下 放置 过 夜 , 直到 纤维 素 完全 溶解 。 

为 了 制 成 落 膜 应 用 洗 去 乳胶 的 感光 玻璃 板 (9x 12 厘米 )， 将 
感光 板 装 在 如 图 23 所 示 的 特殊 位 置 上 。 用 二 块 角钢 和 压板 将 玻 
璃 国定 , 沿 玻璃 边缘 由 金属 丝 制 成 的 挡 板 扣 紧 , 由 装置 在 底座 槽 内 
的 二 个 螺丝 固定 此 金属 丝 ， 连 在 金属 丝 挡 板 下 部 的 伸缩 弹簧 将 金 
属 丝 拉 紧 , 在 更 换 玻璃 时 很 易 脱 下 挡 板 。 改 变 金属 丝 的 直径 , 可 以 
得 到 不 同 厚 度 的 薄膜 。 在 工作 中 采用 了 直径 为 0.15, 0.20 Fi 0.25 
毫米 的 金属 丝 并 制 成 了 同样 厚度 的 薄膜 。 

用 带 有 磨 光 的 下 口 的 移 液 管 很 快 地 将 纤维 素 溶 液 (2.5 必 3.5 
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毫升 ) 以 带 状 沿 玻璃 板 上 缘 加 到 玻璃 上 , 然后 让 感光 板 迅 速 而 又 均 
匀 地 来 回 移 动 ， 把 溶液 分 布 到 整个 玻璃 的 表面 。 为 了 使 酷 酸 纤维 
素 溶 液 分 布 均匀 ， 可 以 应 用 任何 合适 的 材料 (玻璃 , 有 机 玻璃 , AK 
A) 制 做 薄板 。 为 了 薄板 的 边缘 能 沿 金属 丝 挡 板 随意 滑动 , 重要 的 
是 将 薄板 氛 得 很 干净 和 磨 得 很 光 以 保证 所 形成 的 薄膜 有 相同 的 厚 
度 将 铺 上 一 层 栈 酸 纤维 素 的 玻璃 立刻 浸没 到 冷 至 0"C 的 水 中 ， 经 
过 30~40 分 钟 后 ， 将 膜 从 玻璃 上 揭 下 ， 即 可 上 应用。 所 得 的 膜 是 各 
向 异性 的 ， 要 在 它 的 左下 角 打 孔 以 区 分 膜 的 上 面 和 下 面 。 制 备 好 
的 薄膜 保存 在 40°C10~15% 甲醇 溶液 内 。 为 了 完全 除去 丙酮 和 
甲 酰胺 ,在 工作 之 前 把 薄膜 在 大 量 的 蒸馏水 中 加 热 到 60~70C 
《升温 过 程 不 应 少 于 30 分 钟 ) 溶 剂 若 不 除 尽 , 可 能 在 以 后 会 导致 被 
浓缩 的 蛋白 质变 性 。 

用 于 和 蛋白质 超 过 滤 的 仪器 ， 其 大 小 可 根据 被 浓缩 溶液 的 体积 
大 小 而 变化 。 仪 器 的 结构 要 能 使 膜 紧 密 固 定 和 创造 对 超过 滤 必 需 
的 压力 降 (图 24)。 根 据 装置 的 大 小 ,截取 膜 的 圆 面 ， 将 它 放 到 由 
多 和 孔 塑料 或 者 多 孔 金 属 〈 孔 的 大 小 1~10 BROK) 制 成 的 支持 板 
上 。 因 为 所 得 的 薄膜 是 各 向 异性 的 ， 重 要 的 是 要 使 薄膜 的 上 面 朝 
着 被 浓缩 的 蛋白 质 溶液 的 上 表面 。 用 有 机 玻璃 杯 将 膜 蒙 起 来 ， 均 
匀 地 和 紧密 地 用 三 个 压 紧 螺 帽 夹 住 。 必 须 用 橡皮 垫 把 它 密 封 。 为 
了 防止 膜 孔 被 生物 多 聚 物 堵塞 , 超过 滤 的 速度 要 很 慢 , 可 用 悬挂 式 
的 磁 搅 拌 器 搅 匀 溶 液 。 

经 过 仪器 上 部 的 橡皮 垫 注入 待 浓缩 的 蛋白 质 溶 液 ， 并 择 入 一 
枝 与 有 剩余 压力 源 装 置 相 联 结 的 针 。 

当 用 对 氧 敏感 的 酶 进行 工作 时 ， 超 过 滤 作 用 应 在 无 氧 的 条 件 
下 进行 。 为 此 内 部 空间 用 缓冲 液 充 满 ， 在 缓冲 液 中 通 惰 性 气体 
10~25 分 钟 。 用 于 排出 气体 的 附加 针管 也 经 过 这 个 上 部 的 衬 垫 。 
除去 氧 后 把 缓冲 液 通过 膜 将 它 压 出 ， 同 时 也 就 把 氧 从 膜 的 下 面 排 
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图 24 _ 生物 聚合 物 超过 滤 的 装置 
TI 一 一 杯子 ; 2 一 一 超过 滤 的 膜 ; 3 一 王 有 许多 小 孔 的 薄板 ; 光一 橡皮 雪 ; 厚度 
0.5~1.02; 6 一 一 带 有 接受 器 的 夹 紧 装 置 的 压板 ; 6 一 一 排水 套 管 ; ?一 一 
REBAR BE 6 毫米 ; 8 一 一 压板 螺 帽 ; 9 一 一 压板 螺钉 ;70 一 带 有 压板 
螺钉 的 不 锈 钢 架子 ;了 7 一 一 由 不 锈 钢 制 成 的 压板 盖 ; 12 一 一 压板 螺 由 ;73 一 一 
支架 ;74 一 一 支架 的 套 管 ; 2 一 一 搅拌 器 的 支架 ; 76 一 一 衬 垫 ; 2 一 一 带 有 磁 棒 
AYRE TEE ats 74 一 一 搅拌 器 磁 棒 
了 5 汶 ,6, 8, 13, 7? 一 一 是 由 有 机 玻璃 制 成 ; 9, 10, 11, 72 一 一 是 由 不 锈 钢 制 成 ; 14y 
16 一 一 聚 四 氟 乙 烯 〈 塑 料 ) 制 成 。I 的 杯子 表面 和 带 有 一 道 接受 器 喜 的 压板 应 
该 磨 光 到 发 亮 的 状态 


除 出 去 。 仪 器 通过 注射 器 注入 氨氮、 所 而 产生 高 压力 。 


对 不 同 厚 度 的 膜 40.15, 0.20 和 0.25 SEK) 进行 比较 后 证 明 : 


最 薄 的 薄膜 具有 最 快 的 过 滤 速 度 。 用 蒜 馏 水 测定 时 ， 当 压力 为 1 


个 大 气压 时 ， 通 过 厚 为 0.15mam 的 薄膜 过 滤 的 比 速 度 为 0.10~ 


”0.15 毫升 /厘米 分 钟 。 
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当 把 压力 提高 到 2 个 大 气压 时 ， 过 滤 速 度 比 原来 增加 1/2~ 
1/3。 当 增加 到 3 个 大 气压 时 ， 增 加 1/4~1/6, 4 4 个 大 气压 时 ， 
增加 1/8~1/10。 因 此 在 全 部 时 间 内 过 滤 速 度 的 增加 是 跟 不 上 压 
力 的 增长 的 ， 而 当 压 力 增加 超过 4 个 大 气压 时 ， 实际 上 是 不 合算 
的 , 因为 这 不 会 再 使 液体 流速 有 显著 的 提高 。 比 较 不 同 批号 的 膜 发 
现 数据 很 不 相同 (50~70%%), 看 来 这 是 手工 制备 的 膜 所 难免 的 。 

为 了 检验 膜 ， 应 用 有 色 的 蛋白 质 一 一 血红 蛋白 溶液 作为 标准 
蛋白 质 溶液 , 很 易 观察 超过 滤 的 过 程 。 把 血红 蛋白 原 有 的 浓度 与 在 
滤液 中 的 浓度 相 比 较 , 证 明了 通过 膜 的 血红 蛋白 不 超过 1.5 一 2 9， 
也 就 是 说 膜 几 乎 完全 阻 留 了 血红 蛋白 。 在 恒定 的 压力 下 血红 蛋白 
溶液 超过 滤 的 速度 ， 随 着 时 间 逐 渐 降 低 ,直到 某 一 恒定 的 水 平 (这 
一 水 平 是 水 滤 过 速度 的 1/5~1/8), 以 后 实际 上 保持 恒定 ， 直 到 和 蛋 
白质 深 液 浓缩 至 糊 状 形式 的 状态 。 

在 提高 压力 情况 下 ， 血 红 蛋 白 溶液 超过 滤 的 速度 短 时 期 是 能 
加 快 的 , 但 很 快速 度 就 逐渐 减 覃 , 这 是 与 膜 孔 堵塞 有 关 。 压 力 超过 
2~~2 .5 大 气压 时 , 实际 上 不 能 再 提高 此 过 程 的 速度 , 在 压力 为 2 个 
大 气压 时 血红 蛋白 超过 滤 的 速度 是 0.07 毫升 /厘米 ?. 分钟。 

由 实验 结果 可 见 , 超过 滤 的 速度 随 着 膜 的 厚度 降低 而 上 升 .但 
是 当 薄 膜 厚度 小 于 0.1 毫米 时 ， 它 的 机 械 性 能 逐渐 破坏 到 无 法 再 
使 用 。 因 此 利用 机 械 性 能 牢固 的 载体 看 来 是 很 有 前 途 的， 在 这 种 
载体 上 可 以 放 上 过 滤 材 料 的 极 薄 的 膜 。 

改变 醋酸 纤维 素 浓 度 ， 能 够 制备 具有 各 种 不 同 孔径 的 膜 。 应 
用 醋酸 纤维 的 浓 溶液 能 制备 出 小 孔径 的 薄膜 ， 而 用 稀 溶液 能 制 成 
具有 大 和 孔径 的 薄膜 。 因 此 ， 利 用 这 一 点 能 制备 出 具有 一 定 大 小 孔 
径 的 薄膜 ， 应 用 此 薄膜 能 使 生物 聚合 物 按 其 分 子 量 大 小 在 超过 滤 
上 以 非常 快 的 速度 来 进行 分 级 分 离 。 
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鱼 精 蛋白 硫酸 盐 商 品 制剂 的 纯化 和 利用 它们 
来 提取 核酸 ,酸性 和 碱 性 蛋白 
P. MU. I'poszes, A. B. TaTpHEHeHKO， 
3. II. Benopa, A. II. CazKos 


鱼 精 蛋白 是 分 子 量 为 4000~10000 的 蛋白 质 ， 故 它们 易 透 过 
半 透 膜 。 组 成 鱼 精 蛋 白 的 总 共 只 有 几 种 氨基 酸 , 且 基 本 组 成 (80 人 ~ 
90%, RETHRARN KD ARAM, ABE A Bite. BR 
WZ, RHEE AMADA ERR, RSA 
RB. BAM. AAR RFA AA ize (Murray, 1965), 

鱼 精 蛋白 能 与 核酸 形成 复合 物 ， 并 以 这 种 复合 物 形式 存在 于 
动物 细胞 内 。 这 些 复 合 物 易 在 稀 酸 溶液 中 《Hzs0. HCl 等 ) 解 离 
形成 鱼 精 量 白 硫 酸 盐 ， 鱼 精 蛋 白 盐 酸 盐 等 。 这 个 方法 用 来 从 鱼 的 
精子 中 提取 鱼 精 蛋白 。 鱼 精 蛋 白 硫酸 盐 或 者 鱼 精 蛋白 盐酸 盐 进 一 
步 的 纯化 是 通过 苦味 酸 盐 或 者 重金 属 盐 和 有 机 溶剂 《酒精 或 者 两 
酮 ) 多 次 反复 的 沉淀 , 以 此 方式 所 得 的 鱼 精 蛋白 经 冷冻 干燥 后 是 白 
色 粉 末 (Felix，1960)。 通 常 鱼 精 蛋白 的 商品 制剂 是 粉末 状 的 。 一 
般 地 说 ， 这 些 商品 制剂 含有 几 种 蛋白 质 组 分 ， 这 些 组 分 可 按 分 子 
量 、 所 基 酸 组 成 和 其 他 理 - 化 性 质 的 不 同 来 加 以 区 分 。 


6 ta SB BY Ae 


配制 10% fa te 25 A it MR ER ih till 78) CHE GE <Spofa» 或 者 
«Weddel pharmaceutical» 英国 ) 0.01 M Tris-HCl 缓冲 液 
Ay (pH 6.0) In B) 30~40°C, YK 5M KOH 溶液 中 和 到 pH 
6.0, 不 溶性 物质 在 20~30°C 5000g 离心 10~15 分 钟 除 去 。 上 清 
液 部 分 在 Sephadex G-25 或 者 G-50 凝 胶 柱 (3x50 厘米 或 者 5x 


50 厘米 ) 进 行 分 级 分 离 ， 鱼 精 蛋白 可 用 0.5m M Tris-HCl Remy 
(PH6.0) 洗 脱 ， 鱼 精 蛋 白 洗 脱 图 谱 可 随 每 批 鱼 精 蛋 白 硫 酸 盐 而 有 
显著 改变 。 在 鱼 精 蛋白 商品 制剂 (<cSpofa>y) 分 级 分 离 时 通常 分 离 
出 三 个 蛋白 质 组 分 人 2 TTT) 和 一 个 非 蛋白 质 来 源 的 7 组 分 (图 
25)。 为 了 使 这 些 组 分 进一步 纯化 , 把 它们 中 每 一 组 分 重新 进行 凝 
胶 过 滤 。 将 蛋白 质 组 分 ( 即 洗 脱 曲线 (280nm)7 上 一 定 的 峰 位 部 分 ) 
真空 干燥 , 溶 于 水 内 和 重复 进行 凝 胶 过 滤 。 组 分 工 的 ODoso 260 ft Ht 
值 是 1.01, 组 分 已 是 0.96, 组 分 777 是 0.94。 

在 7 多 聚 丙 烯 酰 胶 凝 胶 上 进行 电泳 时 ， 在 所 得 的 三 个 蛋白 质 
组 分 的 任何 一 个 组 分 中 都 发 现 有 一 个 Ri 值 相 同 的 一 个 区 带 , 这 很 
可 能 不 是 由 于 这 三 个 组 分 的 电泳 迁移 率 相同 而 造成 的 ， 而 是 由 于 
对 分 级 分 离 鱼 精 蛋白 来 说 凝 胶 的 浓度 太 低 所 引起 的 。 

«Weddel pharmaceutical>》 公 司 出 品 的 鱼 精 蛋白 硫酸 盐 在 低 
浓度 (1% ) 时 ,用 >ephadex 柱 上 分 级 分 离 时 得 到 一 个 峰 ( 见 图 25)。 
但 是 用 10 多 溶液 分 级 分 离 时 观察 到 2~3 个 组 分 。 在 洗 脱 曲线 中 
这 些 峰 的 形状 和 位 置 在 各 个 实验 中 都 不 能 重复 ， 这 可 能 表明 在 高 
浓度 鱼 精 蛋白 时 ， 鱼 精 蛋白 制剂 导 Sephadex 凝 胶 之 间 有 部 分 的 
相互 作用 。JDssozeo 的 比值 对 纯化 的 制剂 是 0.98。 

可 用 纯化 的 鱼 精 蛋 白 组 分 来 比较 研究 Azotobacter vinelan- 
dii 无 细胞 制剂 核酸 和 酸性 蛋白 质 沉淀 的 程度 。 无 细胞 制剂 是 通 
过 半自动 化 的 粉碎 机 破坏 细菌 细胞 而 得 到 的 ， 无 细胞 制剂 在 
650008 离心 工 小 时 。 进 一 步 工作 中 利用 上 清 液 含有 30~40 毫克 
蛋白 质 组 分 《组 分 吾 65-1)， 每 毫升 和 59% 鱼 精 蛋白 水 溶液 。 未 
经 过 纯 化 的 “spofa> 公司 的 精 蛋白 制剂 能 部 分 地 沉淀 核酸 而 不 
沉淀 酸性 蛋白 。 所 有 三 个 纯化 组 分 都 能 沉淀 核酸 ， 其 沉淀 次 序 的 
强度 为 : 小 1>> 卫 >。 组 分 7 不 沉淀 酸性 蛋白 质 ， 组 分 工 沉淀 
酸性 蛋白 的 能 力 比 组 分 UK 2~ 皇 倍 。 所 得 鱼 精 蛋 白 的 三 个 组 分 
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图 25 鱼 精 蛋 白 硫 酸 盐 制 剂 经 Sephadex G-25 凝 胶 过 滤 

了 一 一 <Spofay 公 司 制 剂 ，2 «Weddel pharmaceutical» 5] #l] Fi) 

3\ bs —— EK K 280 om FAIRE; 横 座 标 一 一 洗 脱 体积 (毫升 ) 
在 沉 演 核酸 和 酸性 蛋白 程度 上 是 有 差异 的 ， 看 来 这 是 由 plait 

含量 的 不 同 所 决定 的 。 

虽然 “Weddel Pharmaceutical》 公 司 出 品 的 精 蛋 白 硫 酸 盐 在 
G-25 Sephadex 柱 上 分 级 分 离 时 在 洗 脱 曲线 内 只 存在 一 个 峰 ， 没 
有 纯化 的 制剂 沉淀 核酸 和 酸性 蛋白 的 程度 比 经 过 凝 胶 过 滤 的 同样 


制剂 要 低 15 ~2 倍 。 


用 凝 胶 过 滤 纯 化 的 鱼 精 蛋 白 硫酸 盐 ， 比 过 去 报导 (Phillips 
West, 1964) 用 DEAE- 纤 维 素 层 析 纯化 的 鱼 精 蛋 白 硫 酸 盐 能 更 
好 地 沉淀 核 酸 和 酸性 蛋白 质 。 


应 用 鱼 精 蛋白 来 分 离 核酸 及 酸性 和 碱 性 蛋白 


图 26 所 示 的 材料 是 用 鱼 精 蛋白 来 分 级 分 离 Azotobacter 
vinelandii 无 细胞 制剂 的 核酸 ， 酸 性 和 碱 性 蛋白 。 在 提取 核酸 时 ， 
用 鱼 精 蛋白 硫酸 盐 滴定 到 Doso200 大 于 工时 (核酸 组 分 )， 滴 定 应 
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该 停止 。 核 酸 和 鱼 精 蛋 白 不 溶性 的 复合 物 易 用 离心 方法 分 开 ， 其 
条 件 是 3000~50008 10~15 分 钟 。 在 进一步 滴定 时 形成 鱼 精 蛋 
白 硫 酸 盐 和 酸性 蛋白 的 不 溶性 复合 物 , 此 复合 物 同 样 易 在 3000~ 
50008 10~15 分 钟离 心 分 开 ( 酸 性 蛋白 组 分 )。 

上 清 液 组 分 含有 碱 性 和 蛋白， 继续 添加 鱼 精 蛋白 硫酸 盐 也 不 再 
沉 演 〈 碱 性 蛋白 组 分 )。 

为 了 得 到 溶解 状态 的 核酸 ， 核 酸 组 分 的 沉淀 悬浮 在 0.01 一 
0.02M 缓冲 液 中 (P 互 6 一 8), 用 离心 沉淀 。 这 一 步骤 进行 二 次 。 以 
这 种 方式 洗涤 过 的 沉淀 悬浮 在 0.05~0.12 盐 酸 或 者 硫酸 溶液 
内 。 


4 8 2 6 20 % 


图 26 用 鱼 精 蛋 白 硫 酸 盐 滴定 Azotobacter vinelandii 粗 无 细胞 制剂 


了 一 一 在 260 nm 的 吸收 ; 2 一 一 在 280 nm 的 吸收 ; 3 一 -固氮 酶 的 活力 ， 
是 按 B. A. Usnes 等 的 方法 (1971) 根据 在 压力 为 0.05 毫米 水 银 柱 
下 也 2 的 释放 测定 的 
纵 座 标 一 一 光 密 度 ( 曲 线 1 和 2) 和 固氮 酶 活力 的 百分比 (曲线 3); HARE 
标 一 ~- 诡 加 鱼 精 蛋白 硫酸 盐 的 浓度 ( 占 无 细胞 制剂 蛋白 质 的 百分比 》 
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为 了 得 到 的 酸性 蛋白 组 分 呈 溶 解 状 态 ， 把 酸性 蛋白 组 分 与 磷 
酸 纤维 素 一 起 悬浮 。 商 品 磷酸 纤维 素 在 0.5M NaOH 8 RAR 
磁力 搅拌 器 搅拌 15~20 分 钟 ， 用 水 洗涤 ， 在 0.5M HCl 溶液 中 
搅拌 15~20 分 钟 ， 用 水 洗涤 ， 然 后 用 0.01 内 缓冲 液 (PH6.5 一 
8.0) 洗 涤 ， 直 到 所 需 的 PH 值 。 同 磷酸 纤维 素 形 成 较 牢固 的 复合 
物 的 鱼 精 蛋白 可 用 离心 (10000~20000g, 20 一 25 分 钟 ) 与 磷酸 纤维 
素 一 起 除去 ， 或 用 过 滤 与 磷酸 纤维 素 一 起 除去 。 酸 性 蛋白 存留 于 
上 清 液 组 分 或 者 滤液 中 。 为 了 完全 结合 鱼 精 蛋白 所 需 的 磷酸 纤维 
素 的 量 可 根据 滴定 来 选取 。 

为 了 得 到 碱 性 蛋白 ， 可 用 过 量 的 鱼 精 蛋白 硫酸 盐 完全 除去 过 
多 的 核酸 和 酸性 蛋白 , 如 图 26 所 示 。 

当 用 上 述 的 条 件 进 行 分 级 分 离 时 ， 核 酸 的 组 分 中 含有 少量 的 
和 蛋白质, 而 在 酸性 蛋白 组 分 中 的 酸性 蛋白 〈 例 如 固氮 酶 ， 见 图 26) 
与 原始 材料 相 比 纯化 了 4~6 倍 , 纯化 的 结果 能 很 好 的 重复 。 

应 该 考虑 到 ， 鱼 精 蛋 白 硫 酸 盐 同 核酸 和 酸性 蛋白 形成 不 溶性 
的 复合 物 ， 是 由 核酸 的 磷酸 基 和 蛋白质 的 羧基 同 鱼 精 蛋 白 硫 酸 盐 
的 精 氨 酸 上 的 氨基 之 间 形 成 离子 键 之 故 ， 因 此 当 溶 液 的 离子 强度 
增高 时 ， 在 精 氨 酸 上 的 NH:* 一 基 和 磷酸 基 与 羧基 相互 之 间 形 成 离 
子 键 的 程度 显著 降低 。 在 高 浓度 CNH4)zSO4( 高 于 0.5 M) 时 一 般 
没有 看 到 酸性 蛋白 同 鱼 精 蛋 白 形成 不 溶性 复合 物 ， 甚 至 添加 大 大 
过 量 的 鱼 精 蛋白 时 也 如 此 。 

因此 要 使 应 用 鱼 精 蛋 白 硫酸 盐 定 量 地 沉淀 核酸 和 酸性 蛋白 的 
结果 能 够 重复 , 必须 遵守 两 个 条 件 : 1) 含 有 鱼 精 蛋白 硫酸 盐 的 组 分 
能 高 程度 地 同 酸性 蛋白 形成 复合 物 ; 2) 鱼 精 蛋 白 和 无 细胞 制剂 的 
原始 蛋白 质 溶液 应 该 有 比较 低 的 离子 强度 。 
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血红 蛋白 的 醋酸 纤维 素 电泳 
O. B. TporrKag 


在 患 血红 蛋白 异常 症 时 (溶血 性 贫血 症 ) 血 象 和 临床 的 症状 与 
许多 其 它 疾 病 相 类 似 , 因此 在 鉴别 诊断 血红 和 蛋白 疾病 时 , 血红 和 蛋 日 
的 电泳 研究 有 很 大 的 意义 。 

血红 蛋白 的 醋酸 纤维 素 薄 膜 电 泳 (Grahm, Grunbaum, 1963; 
Sulis, et al., 1968) 是 检 出 血红 蛋白 疾病 最 快速 和 最 简便 的 方法 。 
无 论 是 发 现 异 常 的 血红 蛋白 , 或 者 是 在 检 出 BCB- 地 中 海 贫 血 症 杂 合 
子 携 带 者 时 定量 测定 Hb A, 都 能 应 用 此 方法 。 


试剂 和 仪器 
用 于 电泳 的 酷 酸 纤维 素 薄 膜 。 


带 状 酷 酸 纤维 素 电 泳 仪 , 型 号 3OIIA 250~0.05, 
电泳 缓冲 液 (P 也 8.9) 成 分 为 : 


Tris( = #4 A SE 3k FA GE) 12 5% 
特 里 龙 B (一 种 氮 羧 络 合剂 ) 1.568g 
硼酸 0.92 克 
水 BlLF 
蛋白 质 染 色 用 氨基 黑 溶液 的 成 分 ; 

氨基 黑 10B 10g 
=A CR 3 30g 
磺 基 水 杨 酸 308 
水 BlF 
Ye (6 Jar Bie tie Be eH FS AY WL 


甲醇 (或 者 乙醇 ) 
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含 正 铁血 红 素 化 合 物 染色 用 的 联 葵 胺 溶液 的 成 分 : 

Ee ARK 0.28 500 毫升 
酯 酸 0.5 毫升 100 &F 
水 100 毫升 400 毫升 


使 用 前 添加 0.2 毫升 30 多 过 氧化 氢 : 
洗 脱 液 一 一 80% Fis MB 

薄膜 透明 液 : 

1) 凡士林 油 

2) 酯 酸 10 毫升 和 甲醇 90 SF, 


制备 红血球 溶解 物 


全 血 放 到 含有 肝素 的 试管 内 ，1000g 离心 1 一 30 分 钟 ， 离 心 
液 弃 去 , 红血球 用 3 倍 体积 的 生理 盐水 洗 三 次 , FEAL, 1000g 
离心 15 一 20 分 钟 。 向 红血球 添加 等 体积 的 水 和 45 RU, WR 
后 把 混合 物 剧烈 的 搅 匀 5 分 钟 ，1000g 下 离心 1 小时, 红血球 溶解 
物 ( 上 层 ) 用 毛细 管 吸出 保存 于 封口 的 小 瓶 内 , 放 入 冰箱 保存 。 

电泳 

将 几 条 醋酸 纤维 素 薄膜 放 到 缓冲 液 的 表面 上 ( 毛 面 朝 上 )， 使 
它 漂浮 在 上 面 ,经 过 1~2 分 钟 ， 薄 膜 完 全 沉 到 淤 液 内 , 浸泡 10 分 
钟 ， 然 后 把 条 带 夹 在 二 层 滤纸 之 间 ， 小 心地 除去 多 余 的 垦 冲 液 , 被 
缓冲 液 润 湿 了 的 条 带 放 到 电泳 槽 中 ， 借 助 于 仪器 中 专门 的 转轴 很 
好 地 将 它 拉 紧 , 打开 开关 , 在 工作 电压 为 350V 下 电泳 10 分 钟 , #8 
后 切断 电源 , 点 样 。 

用 由 有 机 下 璃 制 的 专门 的 点 样 器 ( 带 有 细 此 (刷子 状 ) 的 斑 片 ) 
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点 样 。 在 一 条 醋酸 纤维 素 膜 上 可 以 点 上 一 个 样品 , 使 其 占 满 整个 薄 
膜 的 宽度 , 也 可 以 并 排 的 点 上 二 份 甚至 三 份 样品 , 以 便于 对 不 同 的 
样品 进行 比较 。 点 样 的 体积 是 由 点 样 器 决定 的 。 在 红血球 溶解 物 
中 血红 蛋白 浓度 为 10~15% 时， 通常 在 一 条 带 上 点 上 约 1~2 th 
升 红血球 溶解 物 就 够 了 。 如 果 红 血球 溶解 物 的 浓度 由 于 某 种 原因 
很 低 , 那么 可 以 点 二 次 , 但 一 定 要 完全 点 在 同一 位 置 上 。 

在 250V 电压 下 电泳 2 小 时 5 条 条 带电 流 总 强度 是 2~6 m 
A), 在 39JIA250~0.05 电泳 仪 上 总 共 能 放 10 条 条 囊 一 一 三 个 
梢 每 槽 放 五 条 。 电 泳 结束 后 ， 把 本 酸 纤维 素 膜 放 到 氨基 黑 浴 液 中 
10 分 钟 使 蛋白 质 区 带 染色 ， 然 后 放 到 洗涤 液 中 ， 洗 涤 液 要 更 换 好 
几 次 ， 一 直 洗 到 洗涤 液 不 出 现 颜 色 为 止 。 然 后 将 薄膜 浸入 水 内 
15~20 分 钟 , 把 薄膜 夹 在 两 张 滤纸 中 压 紧 使 干燥 。 

用 联 苯胺 显 色 血 红 和 蛋白 区 带 时 ， 电 泳 后 把 条 带 放 在 联 苯胺 试 
剂 中 。 在 显 色 前 将 过 氧化 所 加 入 试剂 中 。30 分 钟 内 显 色 。 血 红 蛋 白 
呈 浅 蓝 色 , 然后 又 变 成 褐色 。 把 条 带 放 到 水 中 , 然后 把 其 夹 在 两 张 
滤纸 中 间 压 紧 使 干 , 不 含 正 铁血 红 素 的 蛋白 质 联 葵 胶 试剂 不 显 色 。 


条 带 的 透明 
可 用 光 密 度 计 测 定 各 个 组 分 , 但 必须 预先 使 纤维 素 薄 膜 透 明 。 
Ay FA LAPT HE: 1) 将 干 的 薄膜 放 到 凡士林 油 中 , 用 滤纸 把 油 吸 干 后 
夹 在 二 块 玻璃 内 ， 除 去 多 余 的 空气 ;，2) 将 薄膜 在 无 水 甲醇 中 浸 2 
分 钟 后 放 到 用 无 水 甲醇 配制 的 10% BR RRA RR, 30~60 秒 钟 (不 
应 超过 )。 然 后 薄膜 在 玻璃 板 上 用 玻 棒 滚 压 , 除去 气泡 ， 放 到 TO~ 
80C 人 烘箱 内 直至 完全 干燥 。 
结果 的 解释 
正常 的 红血球 溶解 物 组 分 (图 27,A) 在 电泳 谱 上 是 以 下 列 方 
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式 分 布 : 开头 有 二 个 不 大 的 区 带 是 非 血 红 和 蛋白 ( 惟 - 和 蛋白 )， 从 基线 
开始 的 第 一 条 区 带 染 色 比 第 二 区 带 弱 。 紧 接 非 血红 蛋白 后 面 出 现 
的 是 HbA, Kit, Rie A Be SIN RK HF 区 带 。 再 以 后 
是 染色 很 深 的 HbA Keir, Rela ze HbA 区 带 相连 的 染色 较 浅 的 
HbA; 区 带 。 

非 血 红 蛋 白 组 分 对 于 诊断 血红 和 蛋白 疾病 是 没有 意义 的 。 为 了 
防止 把 非 血 红 蛋 白带 条 看 作 是 HDA, 区 带 , 建议 采用 联 葵 胺 染色 。 
非 血红 蛋白 不 能 用 联 苯胺 染色 ， 而 HbA, 则 象 血 红 和 蛋白 所 有 其 余 
的 组 分 一 样 被 联 苯胺 染 成 浅 蓝 色 。 也 bpAs 组 分 的 来 源 还 不 清楚 , 它 
也 不 能 用 于 诊断 ， 在 定量 测定 时 它 与 HbA 组 分 连 在 一 起 。 图 27 
B 是 异 合子 携带 者 的 百 bs 各 组 分 分 布 的 图 谱 。 


血红 
蛋白 HbA. HbF HbAHbA， 
iy 4 


非 血 红 
P 蛋白 HbA> HbS HbA HbA; 


Ae AAR et 


| 

| 

| 

| 

起 点 

图 27 “在 栈 酸 纤维 素 膜 电泳 上 人 血红 蛋白 分 布 区 带 图 谱 
AEH A; B—Ra+ se Hbs 
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在 鉴定 血红 蛋白 异常 组 分 时 ， 最 方便 的 是 在 同一 张 薄 膜 上 平 
行 的 点 样 。 为 了 同 所 研究 的 血红 蛋白 进行 比较 作为 对 照 的 是 用 正 
常 的 血红 蛋白 或 者 已 知 其 异常 的 血红 蛋白 。 甚 至 在 同一 试验 中 在 
不 同 薄膜 上 所 得 的 电泳 图 谱 , 要 进行 彼此 之 间 的 比较 也 是 困难 的 。 


HbA。 和 血红 蛋白 的 其 他 组 分 的 定量 测定 


测定 HbA, 百 分 含量 在 诊断 地 中 海 贫血 症 上 有 很 大 意义 。 为 
了 测定 HbA, 的 含量 可 以 将 薄膜 透明 后 进行 光 密 度 测 量 。 如 没有 
光 密 度 计 可 利用 洗 脱 技术 , 用 此 法 所 得 结果 的 正确 度 也 不 低 。 

为 了 定量 测定 , 把 用 氨基 黑 染 色 后 的 HbA, 和 HbA 244} fy BA 
WAT ER Riis BY, 把 它们 分 别 放 到 试管 内 , 每 管 添加 80% AR, 
在 HbA, 管 和 对 照管 内 每 管 添加 4 毫升， 而 在 HbA 管内 添加 20 
毫升 ,用 与 HbA, 区 带 同样 大 小 的 空白 醋酸 纤维 素 条 带 作为 对 照 。 
栈 酸 纤维 素 薄 膜 完 全 溶解 在 80 双 醋酸 内 ， 首 先 用 玻 棒 小 心地 搅拌 
试管 内 容 物 , 然后 倒 出 抽 提 液 , 以 空白 管 作 为 对 照 。 在 CO-4 分 光 
光度 计 上 波长 610 nm 进行 测定 , 计算 公式 : 

HbA, % = ay x 100 
D 一 一 是 相应 试 样 在 610 nm 波长 下 的 光 密 度 值 。 

HbA, 正常 的 含量 平均 值 是 1.5~2.5%, me HbA, 百 分 含 
量 超过 3 一 4 旬 ， 那 么 可 认为 是 高 的 ， 可 作为 推测 有 地 中 海 贫 血 症 
的 根据 。 在 异 贡 血红 蛋白 杂 合 子 携带 者 情况 下 ， 例 如 S 型 的 血红 
蛋白 , 用 酯 酸 纤维 素 薄 膜 电 泳 不 仅 能 够 测定 是 HDA, 百 分 含 量 , 而 
且 能 测定 正常 组 分 (HbA)7 和 病理 组 分 (Hbs) 的 百 分 含量 。 在 这 种 
情况 下 把 含有 HbA,, HbS 和 HbA 组 分 的 相应 区 带 切 下 前 碎 ， 分 
别 放 到 各 个 试管 中 , 有 DAL 的 试管 和 对 照管 各 加 入 4 毫升 809 
酷 酸 ， 而 有 也 bs Al HbA 的 试管 各 加 入 10 毫升 80 儿 醋酸 , 试 样 在 
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光度 计 上 测定 后 根据 下 列 公 式 计 算 其 含量 : 


D 
HbA ob VS J) ee Ht Be Be a Fe aie ee 
a7? 1) sana, 19,5 mana +s ee 
2.5D ups 
HDS % = SEE eee 
i D ya. + 2.5D Hbs 十 2.5D aba ghey 
= 2.5D HbA 
HbAG = 
7o D y54.+2.5D pos t+2.5D ua ae 


用 醋酸 纤维 素 膜 电泳 测定 杂 合子 携带 者 Hbs 的 血红 蛋白 各 组 
分 的 平均 比例 为 : HbA,—3%, HbS—35~40%, HbA—55~ 
60% 。 

必须 指出 ， 在 测定 电解 中 移动 缓慢 的 血红 蛋白 异常 组 分 情况 
下 (HbS 和 HbD) 测定 HbA, 百 分 含 量 所 得 的 结果 可 以 人 为 地 偏 
高 ， 这 是 由 于 含有 痕 量 的 这 些 移动 缓 慢 的 组 分 所 引起 的 。 存 在 血 
红 蛋 白 匡 的 情况 下 , 由 于 它 的 电泳 迁移 率 与 HbA, 一 样 , 所 以 要 测 “ 
定 HbA, 的 含量 是 不 可 能 的 。 

方法 的 评价 

醋酸 纤维 素 薄 膜 电 泳 是 一 个 快速 和 便于 检 出 血红蛋白 疾病 的 
方法 。 栈 酸 纤 维 素 电 泳 仪 体积 不 大 , 甚至 在 普查 时 也 可 应 用 。 在 诊 
断 GB- 乳 糖 血 症 时 醋酸 纤维 素 电 泳 是 一 个 非常 好 的 方法 , 因为 此 时 
il HDA, 的 含量 是 最 理想 的 诊断 试验 。 但 是 用 醋酸 纤维 素 膜 电 
泳 不 能 定量 的 测定 出 HbF， 因 为 它 的 含量 相当 低 CIN 1%). 
因此 在 栈 酸 纤维 电泳 上 所 得 的 血红 蛋白 相对 组 成 成 分 的 数据 必须 
用 胎儿 血红 蛋白 的 定量 测定 作为 补充 (T. B. Teppus, 1969), 4 
有 异常 的 血红 蛋白 存在 时 , 用 醋酸 纤维 素 膜 电 泳 作 鉴 别 诊断 时 , 最 
好 用 其 它 高 分 辩 力 的 电泳 方法 作为 补充 (如 聚 丙烯 酰胺 和 淀粉 凝 
胶 电泳 ), 这 些 方法 能 显示 电泳 迁移 率 上 更 细微 的 差异 。 

a : 


用 超 离心 法 分 离 人 血清 脂 蛋白 的 组 分 


E. H. JIeBHTOBa 


脂 蛋 白 是 血清 组 分 之 一 , 它 承担 机 体内 脂肪 的 运输 , 并 参加 生 
物体 一 系列 重要 的 代谢 反应 。 在 动脉 粥 样 硬化 中 ， 从 病理 发 生 的 
观点 来 说 ， 研 究 这 些 复合 物 是 很 有 意义 的 。 由 于 各 方面 研究 脂 重 
白 的 必要 性 ， 有 必要 来 制订 分 离 脂 蛋 白 的 不 同方 法 。 这 些 方法 中 
得 到 最 广泛 应 用 的 是 超 离 心 法 提取 血清 脂 蛋 白 。 此 法 是 基于 各 种 
脂 和 蛋白 颗 粒 大 小 和 密度 上 的 不 同 。 改 变 洲 剂 的 密度 ， 离 心 的 转速 
和 时 间 可 以 分 离 脂 蛋 白 的 不 同 组 分 〈Lindgren，Jensen，1972)。 
下 面 所 述 是 根据 Gustafson 及 其 同事 〈1965) 和 Havel 及 其 同事 
《1955) 工 作 的 方法 ， 可 以 从 人 血清 中 分 离 出 乳 魔 微粒 的 2 个 亚 组 
4} (S:>5000 和 400~50003)， 从 很 低 密 度 脂 蛋白 的 3 个 亚 组 分 ， 
(S:100~400, 50~100 和 20~50S)， 低 密度 脂 蛋白 的 二 个 亚 组 分 
《Sil2 一 20 和 0 一 12S) 和 高 密度 的 脂 蛋 白 组 分 (El.?o0~9S)。 


溶液 及 其 制备 
(Korn, 1959; Gustafson et al., 1965) 


1. 缓冲 溶液 (25"C 时 其 密度 为 1.0055 克 / 厘米 ?)#，1.42 克 
无 水 磷酸 氧 二 钠 ,7.27 克 氯 化 钠 和 0.1 克 EDIA-2Na 溶 于 蒸馏 水 
内 , 加 水 到 1 升 ,用 1AX 盐酸 溶液 调节 P 了 到 7。 

2. 密度 为 1.006 死 /厘米 "的 溶液 : 9 克 NaCl 溶解 在 蒸馏 水 
内 , 加 水 至 溶液 体积 为 1. 升 。 

3. 密度 为 1.35 克 / 厘 米 ? 的 溶液 . 153 FE NaCl 和 354 克 开 Br 
溶解 在 蒸馏 水 内 , 加 水 至 洲 液 体积 为 1 升 。 

*# 根据 SI 系统 密度 以 108 干 克 / 米 3 表示 。 
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4, 密度 为 1.21 oo / JOR AAR. 4 毫升 密度 为 1.006 5 / 
米 ? 的 溶液 同 6 毫升 密度 为 1.35 克 / 厘 米 ? 的 溶液 混合 。 

5. 密度 为 1.063 克 / 厘 米 ?的 溶液 ， 10 毫升 密度 为 1.006 克 / 
厘米 ?的 溶液 同 2 毫升 密度 为 1.35 克 / 厘 米 ? 的 溶液 混合 。 

6. 密度 为 1.085 克 / 厘 米 ` 的 溶液 : 10 SFA 1.006 5z/ 
厘米 ?的 溶液 则 3 毫升 密度 为 1.35 克 / 厘 米 "的 溶液 混合 。 

7. 密度 为 1.019 克 / 厘 米 " 的 溶液 : 10 毫升 密度 为 1.006 52/ 
厘米 ?的 溶液 同 2 毫升 密度 为 1.085 克 / 厘 米 ? 的 溶液 混合 。 

建议 向 溶液 2 和 3 中 各 加 入 0.1 克 EDTA-2Na (Lindgren, 


Jensen，1972)。 溶 液 的 密度 用 比重 法 校正 。 


FL BR hl AL BY SPS 


乳 糜 微 粒 的 特性 是 漂浮 速度 >400S 和 水 合 密度 为 0.93 克 / 厘 
米 *, 因此 它们 在 密度 为 1.0055 克 / 厘米 "的 溶液 中 是 漂浮 的 ， 这 一 
点 可 用 于 对 他 们 的 分 离 。 改 变 离心 的 时 间 和 离心 力 ， 能 够 分 离 出 
2 个 乳 廉 微 粒 亚 组 分 : St>5000S 和 St400~500S。 


S,> 5000S 的 乳 订 微粒 亚 组 分 的 分 高 


将 5 毫升 人 的 血清 加 到 体积 大 于 10 毫升 的 离心 管 中 。 再 向 
此 管 加 入 5 毫升 密度 为 1.0055 克 / 厘 米 " 的 磷酸 缓冲 液 。 在 4C 
95008 离心 10 分 钟 。 为 了 进行 这 样 的 离心 ， 可 用 制备 超 离 心机 
«Beckman-Spinco»30.2 型 的 转 头 ， 离 心 管 的 体积 是 10.5 BF. 
把 含有 >>5000s 的 乳 糜 微粒 的 上 层 亚 组 分 很 小 心地 吸出 ， 体 积 
为 所 毫升 左右 。 可 应 用 连 有 注射 器 的 巴 氏 吸管 吸取 ， 吸 管 的 毛细 
管 部 分 的 直径 是 1 毫米 ， 宽 大 部 分 的 直径 是 7 毫米 。 吸 取 时 吸管 
的 毛细 管 末端 应 该 处 于 离心 管 壁 弯 月 形 液 面 水 平 上 ， 操 作 时 轻 轻 
地 转动 离心 管 。 被 分 离 出 的 乳 糜 微 粒 的 亚 组 分 与 四 倍 量 的 密度 为 
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1.0055 克 / 厘 米 ? 的 缓冲 溶液 混和 , 把 它 倒 入 离心 管 中 , 重复 的 在 相 
同 条 件 下 离心 。 洗 涤 被 分 离 的 亚 组 分 除去 与 蛋白 质 混在 一 起 的 杂 
质 。 乳 糜 微 粒 亚 组 分 集中 在 离心 管 的 上 部 ， 是 一 浑浊 层 。 浑 浊 层 
的 厚度 决定 于 血清 中 这 个 亚 组 分 的 含量 。 把 浑浊 层 小 心地 吸出 和 
再 重复 洗涤 亚 组 分 3 次 。 此 时 所 分 离 的 亚 组 分 的 体积 逐渐 减少 ， 
它 浓缩 成 越 来 越 薄 的 一 层 。 血 清 的 沉 演 物 可 用 来 分 离 其 他 组 分 。 


S; 400 一 5000 $ 的 乳 魔 微 粒 亚 组 分 的 分 离 


在 大 于 10 毫升 体积 的 离心 管内 含有 约 所 毫升 的 血清 沉淀 物 ， 
小 心地 铺 上 一 层 密 度 为 1.0055 克 / 厘米 "的 缓冲 液 使 管子 装 满 〈 约 
5 Ft). 4°C 200008g 离心 30 分 钟 , 上 层 将 近 5 毫升 , 含有 被 提取 
的 乳 糜 微 粒 亚 组 分 。 按 上 述 那样 小 心地 吸出 。 向 提取 出 的 亚 组 分 
加 四 倍 量 的 密度 为 1.0055 克 / 厘 米 的 溶液 , 在 同样 条 件 下 重复 离 
心 , 用 密度 为 1.0055 Fe / AR? 的 缓冲 液 二 次 洗涤 提取 的 亚 组 分 。 


很 低 密度 的 脂 蛋 白 的 分 离 


很 低 密 度 的 脂 蛋 白 组 分 包括 漂浮 速度 从 20 到 400S 《在 密度 
是 1.063 克 /厘米 的 体系 中 测定 ) 和 水 合 密度 为 1.01~1.09 克 / 厘 
米 的 颗粒 。 与 乳 糜 微 粒 一 样 , 这 一 组 分 在 密度 为 1.0055 克 / 厘米? 
的 溶液 中 漂浮 。 利 用 这 点 可 对 它 进行 分 离 。 增 加 离心 力 的 速度 和 
离心 时 间 ， 可 以 分 离 3 个 很 低 密度 的 脂 蛋 白 亚 组 分 ， 其 St 值 为 
100~400, 50~100 和 20~50S, 


S:100~400S FES AH TAR HAS 


FA OD 32 F+4) FS FL ER CR AY Le A DEB A AK F 10 
毫升 的 干净 的 离心 管 中 , 添加 等 体积 密度 为 1.0055 5h / 厘米 ? 的 组 
冲 溶 液 。4"C 800008g 离心 60 分 钟 。 上 层 体 积 将 近 5 毫升 ,含有 很 
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低 密 度 的 脂 蛋 白 St100~400s。 将 它 小 心地 吸出 , 添加 四 倍 量 的 密 
度 为 1.0055 克 / 厘 米 * 的 缓冲 溶液 后 ,在 与 上 面相 同 条 件 下 进行 离 
心 。 把 亚 组 分 再 重复 洗 桨 和 浓缩 2 次 。 


S: 50~~1008$ 脂 蛋白 的 亚 组 分 的 分 高 


向 分 离 Si100~400S 的 脂 蛋白 亚 组 分 后 剩 下 来 的 5 毫升 血清 
添加 密度 为 1.0055 克 / 厘 米 ?的 缓冲 溶液 ， 把 离心 管 灌 满 , 总 的 体 
积 将 近 13 BH, 4°C 105000g 下 离心 2 小 时 。 最 方便 的 是 用 制备 
离心 机 <Beckman-Spincoy40 型 的 转 头 ， 其 离心 管 的 体积 是 13.5 
毫升 。 上 层 体积 将 近 5 毫升 ， 含 有 S50~100S 脂 蛋白 亚 组 分 ， 小 
心地 吸出 后 与 缓冲 液 混和 , 在 相同 条 件 下 离心 .洗涤 和 浓缩 三 次 。 


St 20 一 50S$ 脂 蛋 白 的 亚 组 分 的 分 离 . 


HEF ES ZH (4B S50~100S 后 留 下 来 的 血清 ) MAS 
度 为 1.0055 克 / 厘 米 ?的 缓冲 液 使 离心 管 灌 满 ， 总 体积 将 近 13 毫 
Fr, 4°C 105000g 下 离心 22 小 时 。 为 此 目的 ， 可 用 制备 离心 机 
“Beckman-Spincoy40 型 的 转 头 , 淡 黄 色 的 上 层 含 有 被 分 离 的 亚 组 
分 , 小 心 吸出 ， 添 加 密度 为 1.0055 克 / 厘 米 ?的 缓冲 液 ， 重 复 离 心 。 
洗涤 和 浓缩 亚 组 分 二 次 。 


低 密 度 脂 蛋白 的 分 离 


低 密 度 脂 蛋 白 的 特性 是 漂浮 速度 为 0~20S (在 密度 为 1.063 
oe / 厘米 的 体系 中 测定 ), 和 水 合 密度 为 1.01 一 1.05 克 / 厘 米 ? 已 
分 离 出 二 个 低 密 度 脂 蛋白 的 亚 组 分 : St12~20 和 O~ 128, 
S:12~20S 脂 蛋 白 亚 组 分 的 分 离 
Stl12 一 205 低 密度 脂 蛋 白 亚 组 分 在 密度 为 1.019 克 /厘米 ?的 洲 
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液 中 漂浮 。 为 子 分 离 上 述 的 亚 组 分 , 把 5 毫升 的 下 层 〈 分 离 St>>20 
组 分 后 的 血清 残留 物 ) 与 二 毫升 密度 为 1.085 Ge / JR BA RO 
合 ， 所 得 的 混合 物 倒 入 体积 略 大 于 6 毫升 的 离心 管内 ， 用 窗 度 为 
1.019 克 / 厘 米 ? 的 溶液 加 满 到 它 的 顶部 ， 很 好 地 抄 拌 ，14~16C 
114480g 离心 18 小 时 。 为 此 目的 , 可 利用 制备 离心 机 “Beckman- 
Spinco» 40.3 型 转 头 ， 其 离心 管 体积 为 6.5 毫 升 。 在 这 些 条 件 
下 Stl2 一 20s 的 脂 蛋 白 漂 起 , 在 离心 管 的 上 面 形 成 黄色 的 一 层 。 把 
这 层 小 心地 吸出 。 为 了 更 完全 的 除去 比较 重 的 脂 蛋 白 组 分 ， 将 所 
分 离 的 亚 组 分 ,用 密度 为 1.019 克 / 厘 米 ? 的 溶液 , 在 相同 的 条 件 下 
通过 重复 离心 与 吸出 , 将 所 分 离 的 亚 组 分 洗涤 二 次 。 


SO~12S 脂 蛋白 的 亚 组 分 的 分 离 


SiO~ 12S 低 密 度 脂 蛋白 的 亚 组 分 在 密度 1.063 克 /厘米 :的 洲 
液 中 漂浮 ,为 了 分 离 这 个 亚 组 分 , 把 分 离 st12~203 亚 组 分 以 后 所 
留 下 来 的 3 毫升 下 层 与 1 毫升 密度 为 1.21 克 / 厘 米 : 的 溶液 混合 。 
所 得 的 混合 液 倒 入 体积 将 近 6 毫升 的 离心 管 中 ， 用 密度 为 1.063 
Se / 厘米 "的 溶液 加 到 离心 管 顶 端 。 离 心 管内 的 溶液 经 充分 搅拌 后 ， 
14~16°C114480g 离心 18 小 时 。 橙 黄色 的 上 层 是 由 St0~12s 脂 蛋 
白 漂 浮 而 形成 的 。 小 心 吸 出 后 添加 密度 为 1.063 克 / 厘米 ?的 溶液 ， 
搅 义 和 重复 在 相同 条 件 下 离心 。 吸 出 所 得 到 的 脂 蛋 白 亚 组 分 。 


高 密度 的 脂 蛋 白 组 分 的 分 离 


高 密度 的 脂 蛋 白 的 漂浮 系数 是 O~9S (在 密度 为 1.20 克 / 厘 

米 ? 体 系 中 测定 ), 水 合 密度 是 1.08 至 1.16 克 / 厘 米 ?。 此 组 分 的 分 

离 是 在 密度 为 1.21 克 / 厘 米 ? 的 溶液 中 进行 的 。 向 分 离 低 密度 脂 

蛋白 亚 组 分 后 所 剩 下 的 下 层 4.5 毫 升 添加 1.117 Se KBr fi 1.5 

毫升 蒸馏 水 , Fd Tt, 把 此 洲 液 的 4.5 毫升 倒 入 体积 将 近 6 毫 
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升 的 离心 管 中 , 用 密度 为 1.21 e/a I, ey, 
在 14~16°C 1144808g 离心 22 小 时 ， 吸 出 上 层 ， 其 体积 为 将 近 1.5 
毫升 ,含有 高 密度 的 脂 蛋 白 , 用 密度 为 1.21 克 / 厘米 "的 溶液 ， 通 过 
重复 离心 和 吸出 洗涤 被 分 离 的 组 分 。 


从 菜豆 种 子 中 提取 植物 血球 凝集 素 


WU. M. 有 apMaHCKIH 这 


植物 血球 凝集 素 (PHA) 是 植物 来 源 的 具有 生物 学 活性 的 蛋 
白质 ， 它 引起 人 和 动物 红血球 的 凝集 以 及 胚 性 转化 和 周围 淋巴 细 
胞 的 有 丝 分 裂 。PHA 在 医学 上 和 在 不 同 的 生物 学 研究 中 得 到 广 
泛 的 应 用 。 

下 面 将 叙述 我 们 所 采用 的 从 菜豆 种 子 中 提取 了 HA 的 方法 
(II M. Kapmancxuli, 1972), 这 个 方法 是 根据 人 igas 和 Johnson 
的 方法 而 来 的 1964) 。 提 取 的 过 程 包括 用 酸 提 取 、 硫 酸 贸 的 分 级 
分 离 , 透析 和 丙酮 的 分 级 分 离 。 


ofl 
浓 HCL 
0.1M HCl yw. 0.15 M NaCl 溶液 。 
ii PR EE AYA MK (PH1.0), LIMP AA 508 ERR A 
85 毫升 浓 盐 酸 。 
丙酮 ; 1M NaOH yx, 


Hite FO Hi BR RS 


菜豆 种 子 ( 我 们 利用 的 品种 是 < 莫斯科 白 绿 豆 》) 在 球磨 机 或 者 
电动 咖啡 粉碎 器 上 磨 碎 。 所 得 的 豆 粉 (200 SE) A 1 Ft 0. LM ACL YS 
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WE 4°C 不 断 地 搅拌 下 进行 抽 提 24 小 时 。 添 加 浓 HC! 使 抽 提 物 
的 PH 于 保持 着 在 1.0, 测量 抽 提 物 的 体积 (将 近 1200 毫升 ), 在 不 断 
的 搅拌 下 添加 等 体积 的 饱和 硫酸 铵 溶液 PHI1.0), 把 悬浮 液 在 4 C 
放置 24 小 时 。 笛 密 的 絮 状 物 在 这 期 间 沉 到 底 里 , LAB RA 
吸 的 方法 收集 , 在 4°C 540008 离心 60 分 钟 。 收 集 透 明 的 上 清 液 ， 
测量 其 体积 (将 近 1400 毫升 )， 用 等 体积 的 人 饱和 硫酸 镁 溶液 (P 王 
1.0) 混 和 ,所 得 悬浮 液 在 一 10C 下 放置 24~48 小 时 , 然后 在 一 5"C 
350008g 离心 30 分 钟 , 上 清 液 弃 去 , 沉淀 悬浮 在 2 倍 体积 的 蒸 饮水 
中 。 

所 得 到 的 悬浮 液 在 4C 时 对 蒸馏 水 透析 ， 直 到 透析 液 超过 
PH3.9 为止。 为 了 加 速 透 析 可 在 流动 的 蒸 馆 水 内 进行 。 透 析 后 
悬浮 液 的 体积 增加 60~70%。 妓 浮 液 在 4C 400008 离心 40 分 
钟 。 


丙酮 分 级 分 高 


根据 溶液 在 波长 2830nm 的 吸收 值 , 测定 离心 纯化 后 的 透析 液 
中 和 蛋白质 的 浓度 ， 把 透析 液 总 蛋白 作为 上 润 =10.0 计算 。 通 常 蛋 
白质 的 浓度 是 30~32 毫克 /毫升 。 在 进行 丙酮 分 级 分 离 以 前 ， 透 
析 液 用 0.15M NaCl 稀释 到 蛋白 质 浓度 为 5 毫克 /毫升 ,以 后 添加 
1M NaOH 溶液 使 pH 达到 5.8。 

向 所 得 稀释 的 透析 液 在 4°C 不 断 搅 拌 下 逐 滴 的 加 入 冷却 到 
4C 的 丙酮 ， 加 的 量 按 1.4 毫升 的 丙酮 对 5 毫升 稀释 的 透析 液 计 
算 。 加 入 丙酮 后 所 形成 的 悬浮 液 倒 到 离心 管内 ， 用 盖子 紧密 地 闭 
紧 《避免 丙 酮 的 挥发 )， 经 过 二 小 时 后 ，200008g 离心 20 分 钟 。 向 
透明 的 上 清 液 加 入 冷 到 4C 的 丙酮 ， 加 的 量 按 1.8 毫升 丙酮 对 5 
毫升 原始 稀释 透析 液 计算 。 经 过 30 分 钟 ， 所 得 的 悬浮 液 在 4C 
20000g 离心 20 分 钟 。 沉 淀 溶 于 0.15 M NacCl 溶液 中 ， 然 后 对 蒸 
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用 上 述 方法 所 得 的 PHA 制剂 ， 在 超 离心 分 析 时 得 到 二 不 对 
称 峰 , 沉降 系数 是 6S。 在 pH 3.5 和 pH 8.9 进行 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 
电泳 时 ， 发 现 相 当 于 PHA 的 一 条 主要 区 带 和 一 条 无 活性 组 分 ( 杂 
质 ) 的 染色 很 弱 的 区 带 。 引 起 兔子 红血球 (在 0.15M NaCl 深 液 
中 ) 凝 集 的 PHA 最 低 浓 度 为 ， 对 1 毫升 洗涤 过 的 1 狗 红 血球 悬浮 
液 来 说 是 0.2~0.5 微克 。 在 人 的 外 周 血 液 淋巴 细胞 培养 物 中 可 
以 观察 到 有 丝 分 裂 的 PHA 最 低 浓 度 为 ， 1 毫升 培养 物 10 微 克 
PHA.PHA 在 30~50 微克 /毫升 时 可 见 到 最 大 量 的 有 丝 分 裂 。 

冷冻 干燥 的 PHA 制剂 在 长 时 间 内 (一 年 或 更 长 ) 仍 保存 着 自 
己 的 活性 。 深 解 状 态 的 PHA 较 易 失 活 : PHA 刺激 淋巴 细胞 的 活 
性 经 过 二 星期 就 消失 , 血球 凝集 活性 在 几 个 月 后 就 消失 。 

PHA Rv ARB KA, 但 是 很 好 的 溶解 在 离子 强度 为 0.1 的 
盐 溶液 内 。 

测定 PHA 刺激 淋巴 细胞 活性 的 方法 如 HH. Tomry6eBa 所 
we Ch, 241 页 )。 


PHA 血球 凝集 活性 的 测定 


根据 Salk (1944) 的 方法 测定 血球 凝集 的 活性 。 此 法 是 根据 
PHA 能 将 红血球 粘 合 在 一 起 形成 凝集 块 的 能 力 , 这 种 凝集 块 通常 
用 肉眼 就 能 观察 到 。 
红血球 的 制备 ”烧杯 内 盛 有 30 毫升 0.15 M NaCl 的 肝素 深 
液 (每 毫升 含 肝素 50 单位 ), 杯 中 采 放 5 毫升 兔 耳 边缘 静脉 血 。 红 
血球 用 0.15 M NaCl 溶液 洗涤 三 次 ， 每 次 800g 离心 10 分 钟 ， 用 
洗涤 后 的 红血球 在 0.15 M NaCl 溶液 中 制备 成 2% WAM ER 
体积 计 )。 
.240 . 


血球 凝集 反应 的 建立 FA 0.15 M NaCl 溶 液 制备 二 倍 稀释 
的 被 研究 的 蛋白 质 组 分 (每 组 分 0.2 或 者 0.5 毫升 )， 向 此 组 分 添 
加 等 体积 的 2% 红 血球 悬浮 液 , 试 样 在 37"C 保 温 1 小时, 保温 后 用 
肉眼 判断 凝集 作用 的 滴 度 ， 即 引起 红血球 粘 合 的 所 需 蛋 白质 的 最 
低 浓 度 。 


测定 植物 血球 凝集 素 的 淋巴 细胞 刺激 活性 的 方法 
H. H. 上 omy6eBa 


为 了 研究 植物 凝集 素 (EHA) 对 淋巴 细胞 的 刺激 活性 ， 可 用 外 
周 血液 淋巴 细胞 存活 期 较 短 的 培养 物 。 此 法 开始 是 用 来 研究 白 血 
球 增多 症 病人 的 淋巴 细胞 (0Osgood, Brooke, 1955), 以 后 用 来 分 析 
染色 体 (Hungerford et al.，1959)。 近 来 已 证 明 PHA 的 作用 可 
以 引起 小 淋巴 球 的 豚 性 转化 (Nowell，1960)， 淋 巴 球 培养 的 方法 
已 广泛 用 于 免疫 学 , 细胞 学 和 遗 传 学 的 研究 领域 中 , 下 面 所 述 的 方 
法 是 从 研究 的 具体 目的 即 测定 了 HA 刺激 淋巴 细胞 活性 的 程度 出 
发 而 建立 的 。 


选择 各 种 生物 的 细胞 和 它们 的 培养 基 


最 适合 的 研究 材料 是 健康 人 的 外 周 淋 巴 细 胞 ， 因 为 在 培养 活 
细胞 时 不 要 求 特殊 成 分 的 培养 基 ， 并 且 对 已 知 的 诱 变 剂 的 反应 是 
稳定 的 (其 中 包括 了 HA)。 也 可 利用 狗 的 外 周 血 淋巴 球 。 这 些 细胞 
对 制剂 的 毒性 作用 非常 敏感 , 对 刺激 素 的 作用 也 有 足够 的 敏感 性 。 
不 宜 用 兔 和 鼠 的 淋巴 球 进行 有 丝 分 裂 试 验 ， 因 为 这 些 动 物 的 细胞 
在 培养 时 是 很 不 稳定 的 , 此 外 , 对 这 些 细 胞 进行 培养 还 要 求 特殊 成 
分 的 培养 基 。 

从 现成 的 人 工 合成 培养 基 (No，199 Parker 培养 基 )，Eagle 
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培养 基 和 Eagle MEM 培养 基 中 ， 对 于 悬浮 培养 物 来 说 最 合适 的 
是 用 改良 了 上 agle 培养 基 〈Eagle 1959)。 如 果 缺 乏 这 种 培养 基 ; 那 
么 可 把 淋巴 球 培养 在 Eagle 培养 基 中 ， 但 是 培养 瓶 应 该 有 象 试管 
那样 的 凸 起 的 底部 。 


从 外 周 血 提 取 淋 巴 球 的 方法 


用 这 个 方法 进行 工作 时 应 该 记 住所 有 溶液 .器 严 ,试管 均 应 消 
毒 灭 菌 。 为 防止 细菌 的 污染 , 全 部 工作 都 要 在 无 菌 条 件 下 进行 , 不 
宜 采 取 添 加 抗菌 素 的 办 法 。 

为 了 得 到 淋巴 球 , 取 送 脉 血 6~8 毫升 放 到 硅烷 酮 处 理 过 的 试 
管 中 , 试管 壁 用 稀释 至 1/1000 的 肝素 润 湿 过 ， 肝 素 液 的 用 量 是 按 
每 1.0 毫升 血 0.1 毫升 计算 。 不 应 该 增加 肝素 的 剂量 ， 因 为 它 对 
淋巴 细胞 有 抑制 作用 。 目 前 肝素 应 用 在 临床 器 官 移植 学 上 是 作为 
免疫 抑制 剂 应 用 的 。 

盛 有 肝素 血 的 试管 中 加 入 10 匈 安 阁 装 的 无 菌 白 明胶 ,加 入 的 
量 是 按 每 9 毫升 血 加 1 毫升 白明 胶 计 算 , 仔细 地 搅 匀 , eS BY 
匀 地 分 布 , 将 试管 成 45° AA WCTE 37.7'"C 恒 温 器 中 , 以 使 红血球 更 快 
沉淀 ; 沉淀 的 时 间 应 该 是 30~60 分 钟 。 红 血球 沉淀 后 将 带 有 白 细 
胞 有 形成 分 ( 占 原来 体积 的 1/2 或 1/3) 的 血浆 柱 吸 出 , 在 900g8 下 离 
心 10 分 钟 , 上 清 液 ( 带 有 白明 胶 的 血浆 ) 弃 去 , 向 沉淀 添加 血浆 或 者 
第 一 组 血清 。 添 加 的 体积 与 倒 出 上 清 液 体积 相同 , 将 细胞 悬浮 后 用 
Popaes 计数 板 计 数 单 核 球 和 弧 形 核 中 性 白血球 的 量 。 如 果 在 细 
胞 悬浮 液 内 与 单 核 球 相 比较 有 50 狗 或 更 多 的 有 粒 白 血球 的 话 ; 那 
么 需要 用 棉花 柱 除 去 有 粒 白血球 。 大 量 的 有 粒 白血球 杂质 会 降低 
淋巴 球 的 胚 性 转化 作用 。 

为 了 准备 棉花 柱 ， 用 经 消毒 粉 “HoBocTP》 处 理 过 后 又 在 蒸馏 
水 中 洗 2 天 的 外 科 棉 花 , 在 恒温 箱 内 把 棉花 烘 干 ， 据 开 纤 维 , 用 它 
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填 满 柱 。 可 用 巴 氏 吸 量 管 ( 末 端 具有 可 印 下 的 细小 尖 头 ) 作 为 柱 , 吸 
量 管 宽 大 部 分 的 直径 6~8 SK, 高 10~12 SK, AH 1.0~ 
1.5 毫升 细胞 悬浮 液 之 用 。 把 进行 消毒 处 理 过 的 棉花 均匀 地 填 满 
吸 量 管 ， 将 狭窄 的 一 端 作为 滤液 的 接受 器 放 进 离心 管 中 ， 然 后 以 
这 样 的 形式 进行 消毒 。 细 胞 悬浮 液 纯化 之 前 通过 在 恒温 器 中 温 热 
的 柱 ， 让 温 热 的 消毒 生理 溶液 流 过 以 使 棉花 润 湿 同 时 也 检验 柱 是 
否 装填 均匀 , 装 得 正确 时 溶液 应 该 均一 的 流出 , 液 滴 大 小 适中 。 用 
细胞 悬浮 液 充 满 柱 在 37"C 恒 温 箱 中 放置 12~15 分 钟 ， 然 后 经 柱 
流 过 6~T 毫升 热 的 生理 溶液 。 收 集 滤液 , 在 9008 下 离心 10 分 钟 。 
上 清 液 弃 去 , 细胞 再 悬浮 在 原始 (加 到 柱 上 去 的 ) 体 积 的 血浆 内 , 同 
在 柱 上 分 离 前 一 样 地 在 Popaes 计数 板 内 计算 它们 的 量 。 


培养 物 的 制备 和 培养 时 间 


计数 后 将 细胞 悬 液 用 Eagle 培养 基 黎 释 到 最 终 浓 度 为 每 毫升 
5~TX 10° 单 核 球 ， 血 浆 或 者 血清 的 含量 应 是 15 ~20% , LAIKA 
方式 稀释 的 细胞 悬浮 液 用 配 尼 西 林 小 瓶 分 装 〈 用 Eagle 培养 基 悬 
浮 培养 时 ) 或 具有 巴 形 底部 的 小 瓶 ( 用 于 一 般 成 分 的 Eagle 培养 基 
单 层 培养 时 )， 用 橡皮 塞 紧密 的 塞 住 后 ， 在 37.2~37.5° CRAP 
培养 。 通常 在 培养 悬浮 液 分 装 到 小 瓶 后 ， 立 刻 添 加 被 研究 的 
PHA 制剂 ， 并 且 每 一 个 带 有 培养 物 的 小 瓶 添 加 的 体积 不 应 超过 
0.2 毫 升 。 © 

鉴于 各 细胞 的 敏感 性 不 同和 PHA 制剂 的 活性 不 同 , 所 以 最 
好 是 在 实验 开始 后 经 过 48, 72 和 96 小 时 后 取 下 培养 物 进行 计数 。 


共同 应 注意 的 问题 


实验 中 所 应 用 的 培养 基 和 肝素 应 该 预先 试验 其 毒性 。Eagle 
培养 基 在 4C 中 能 保存 二 年 ， 谷 氨 酰 腕 必须 在 实验 前 添加 。 所 试 
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验 的 促 细胞 分 裂 剂 (PHA) pH fiv3h 6.5~7.8, ARERR 
的 促 细胞 分 裂 剂 \ 低 活力 制剂 ) 有 高 浓度 蛋白 质 带 进 培养 物 中 ， 因 
为 提高 蛋白 质 的 百 分 含 量 会 导致 血 纤 维 蛋 白 膜 的 脱落 《淋巴 球 是 
转移 到 此 膜 上 去 的 ), 于 是 在 培养 基 中 实际 上 不 再 留 下 用 于 分 析 的 
细胞 。 


实验 结果 的 形态 学 统计 


取 下 培养 物 之 前 , KDA ee, 将 培养 物 悬 液 倒 六 离心 管 
Al, 在 带 有 角 转 头 的 离心 机 中 于 900g Bt 10 分 钟 , 以 使 在 离心 管 
壁 上 能 看 到 沉淀 。 与 沉淀 相反 方向 把 上 清 液 倒 出 , 将 细胞 再 悬浮 在 
1 滴 1 多 柠檬 酸 钠 溶液 内 , 把 每 一 样品 涂 到 几 块 载 玻 片 上 ,， 载 玻 片 
(RAK ALKA, FERRE 5~10 分 钟 。 固 定 的 标本 用 天 
青 与 曙 红 混合 颜料 染色 。 为 了 制备 染料 须 先 分 开 配 制 天 青 和 曙 红 
溶液 ,在 每 升水 内 含 染 料 1 克 。 洲 液 在 定 温 下 放置 2 一 4 星期 ， 然 
后 用 五 倍 水 稀释 和 混合 ; 制备 好 的 染料 其 pH 是 7.4~7.6。 混 合 
液 中 天 青 与 曙 红 的 最 适 比例 是 在 显微镜 检查 下 实验 选择 的 。 

在 标本 中 计数 500 个 不 同形 态 的 淋巴 细胞 ， 对 胚 性 转化 的 培 
养 物 进行 形态 分 析 时 ， 应 该 对 涂 片 上 最 初 所 见 到 的 各 种 细胞 形态 
的 几 百 个 洲 解 的 不 坚固 的 淋巴 球 数目 进行 计数 。 标 出 每 100 (或 
500) 个 淋巴 细胞 的 有 丝 分 裂 形 态 。 溶 解 了 的 淋巴 细胞 的 百分数 将 
清楚 地 反映 出 制剂 对 淋巴 细胞 群 中 某 一 部 分 的 毒性 程度 。 因 为 用 
纯 促 细胞 分 裂 剂 时 在 未 经 刺激 或 者 经 过 刺激 的 培养 物 中 被 溶解 淋 
巴 细胞 的 水 平 (健康 人 或 者 动物 ) 不 超过 18~20% , 


已 转化 的 淋巴 细胞 的 形态 


在 促 细 胞 分 裂 剂 -= 刺 激素 〈 在 这 里 是 指 EHA) 的 作用 下 ， 小 淋 
巴 细胞 的 培养 物 转 变 为 在 大 小 与 形态 上 多 种 多 样 的 细胞 。 胚 细胞 
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一 般 地 说 由 于 它 具 有 分 叶 排 列 的 核 和 液 泡 化 的 细胞 质 ， 所 以 也 能 
以 大 的 淋巴 球 的 样子 出 现 。 这 种 大 的 淋巴 球 具 有 中 心 排列 核 和 宽 
阔 的 带 有 液 泡 的 细胞 质 外 缘 。 经 过 刺激 的 培养 物 中 能 见 到 直径 为 
20~28 微米 的 细胞 (小 淋巴 球 直 径 是 5~9 微米 )。 在 最 大 的 与 最 
小 的 细胞 之 间 还 有 一 系列 过 渡 类 型 , 它们 的 直径 都 具有 12 一 15 微 
米 。 但 是 根据 形态 ， 它 们 不 同 于 小 的 或 者 中 等 的 淋巴 球 。 在 这 些 
细胞 中 经 常 观 察 到 有 丝 分 裂 的 情形 。 在 评价 有 丝 分 裂 抑 制剂 的 刺 
激 作 用 时 ， 应 把 这 些 细胞 类 型 列 入 转化 细胞 的 数目 之 中 。 应 该 指 
出 ， 用 同一 个 有 机 体 的 细胞 用 同一 种 刺激 剂 进行 培养 时 ， 发 现 转 
化 水 平 的 误差 在 5~10% 之 间 。 

最 后 我 们 将 引用 植物 血球 凝集 素 制 剂 对 健康 人 淋巴 球 转化 和 
有 丝 分 裂 方 面 所 起 作用 中 的 一 个 例子 。 这 是 许多 实验 中 的 一 个 记 
录 。 表 中 记载 了 各 种 细胞 的 形态 ( 见 表 26)， 此 植物 血球 凝集 素 制 
剂 是 由 KapMaHcKHE 所 提供 的 (4，M. KapManckuit, 2387), 


表 26 根据 植物 血球 凝集 素 刺 激 淋 巴 细 胞 活性 的 实验 所 得 的 
形态 学 统计 的 记录 


ei 
AAO EN gt 


物 血 球 凝 集 素 的 72 97 2 | 1 0 


te 
音 养 物 
舍 有 植物 血球 凝集 素 的 72 45 32 
FD | | 


注解 : 1. 为 了 计算 不 同 细胞 形态 (小 的 , 中 的 , KAMER MAAR) 的 百分比 ， 
统计 了 培养 在 植物 血球 凝集 素 中 500 个 形态 类 型 。 
2. 细胞 溶解 的 百分比 是 根据 最 初 所 见 到 的 100 个 溶解 的 细胞 计算 出 来 的 。 
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根据 羟 睛 氨 酸 测定 胶原 蛋白 含量 的 方法 


T. B. 9aMapaeBa 


胶原 蛋白 是 构成 结缔 组 织 细 胞 间 质 的 胶原 纤维 的 主要 组 成 成 
分 ,在 组 织 中 胶原 蛋白 的 量 , 可 根据 组 织 和 动物 的 种 类 以 及 阻碍 胶 
原 代谢 的 不 同 的 病理 过 程 而 起 变化 。 

胶原 蛋白 主要 的 特征 是 它 的 氨基 酸 成 分 中 羟 有 睛 氨 酸 占 12 人 ~ 
14 儿 ， 这 个 氨基 酸 在 其 他 动物 组 织 蛋 白质 中 是 没有 的 。 但 弹性 硬 
蛋白 例外 , ERA 1~2% BAR, AULA WE AREA 
个 特殊 的 标志 , 根据 这 一 特殊 的 标志 能 够 发 现 组织 中 的 胶原 蛋白 。 


方法 的 原理 


现 有 的 测定 产 睛 所 酸 的 方法 是 基于 产 有 睛 氨 酸 氧化 形成 的 产 
物 ， 其 结构 类 似 于 吡咯 ， 接 着 它 能 与 艾 氏 试剂 (对 -二 甲 基 氨 基 茶 
醛 ) 缩 合 而 生成 红色 的 产物 。 根 据 测 定 方 法 的 具体 情况 , 可 利用 不 
同 的 氧化 剂 :在 Neumann, Logan 《1950) 方 法 中 是 用 过 氧化 氨 作 
为 氧化 剂 。 而 在 Stegemann (1958) 方法 中 是 用 氯 胺 - 上 。 但 用 过 
氧化 氢 进 行 氧化 作用 时 ， 有 时 不 能 得 到 很 好 重复 的 结果 。 下 面 令 
述 了 用 Bergman Loxley (1961) i) CHARI %, Wik 
Stegemann 方法 的 改良 。 


i: a 滑 
1. 氧化 剂 溶液 
7 狗 氯 腕 - 工 水 洲 液 。 保 存在 室温 暗室 内 ， 几 个 星期 仍 有 活 
性 。 和 氯 胺 - 工 可 用 氯 腕 -B 代替 。 
醋酸 -柠檬 酸 缓 冲 液 〈P 匡 6.0)， 为 了 制备 此 缓冲 液 , 把 57 克 
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醋酸 钠 ( 三 水 化 合 物 ), 37.5 克 柠 檬 酸 三 钠 ( 二 水 化 合 物 ),5.5 et 
檬 酸 ( 一 水 化 合 物 ) 和 .385 毫升 异 丙 醇 (化 学 纯 或 者 重 燕 过 ) 一 起 溶 
FA, 再 加 水 至 溶液 体积 为 1 升 ,在 室温 下 能 长 期 保存 。 测 定之 
前 氯 胺 - 工 和 酯 酸 -柠檬 酸 缓冲 液 以 1:4 比例 混合 ( 称 为 A 液 )。 

2. 艾 氏 试剂 

重 结晶 的 对 -二 甲 基 毛 基 苯 醛 CC. TarxrpMaHg，1949) 溶解 在 
STO MAM, HU PIE 2 克 对 -二 甲 基 氮 基 葵 醛 对 3 毫升 高 氯 
酸 。 溶 液 贮 于 棕色 瓶 中 , 在 室温 下 放置 三 星期 内 稳定 。 

异 丙 醇 (化 学 纯 ) 

测定 羟 有 睛 氨 酸 之 前 ， 将 3 体积 对 -二 甲 基 氨 基 苯 醛 溶液 和 13 
体积 异 两 醇 混和 ( 艾 氏 试剂 )。 

3. FEAR eA BAT 100 毫升 中 ) 用 mM 盐酸 
配制 有 可 能 防止 细菌 的 感染 。 此 标准 溶液 在 44°C 可 保存 几 个 月 。 


材料 的 准备 


待 测 组 织 制剂 的 总 蛋白 质 或 由 组 织 中 抽 提 出 来 (中 性 盐 洲 液 ， 
酸 可 溶 和 酸 不 溶性 胶原 蛋白 ) 的 胶原 蛋白 的 不 同 组 分 , 把 它们 在 安 
HP FA 6 盐酸 在 100C 水 解 20~24 小 时 。 如 果 在 水 解 过 程 中 产 
生 大 量 的 色素 物质 ， 那 么 应 该 将 样品 和 少量 活性 痰 一 起 加 热 ， 过 
Ue, FAFA 6 N 盐酸 洗涤 滤器 。 然 后 将 蛋白 质 水 解 液 用 水 浴 在 瓷 蒸 
发 亚 中 蒸发 ， 用 共 馅 水 洗涤 二 次 以 除去 残留 的 盐酸 。 干 的 残留 物 
溶解 在 一 定 体积 的 水 内 , 取 些 溶液 0.2 EFL HE MM ae HS HT AR HY 


测定 方法 


向 每 管 体 积 为 0.2 毫升 待 测 溶液 在 搅拌 下 加 入 0.4 毫升 异 丙 
醇和 0.2 毫升 A 液 ,很 好 的 搅 匀 ， 在 室温 下 放置 4 分 钟 ， 然 后 向 每 
管 添加 2.6 毫升 艾 氏 试剂 ， 仔 细 搅 匀 后 在 水 浴 中 加 热 到 60C，25 
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分 钟 。 在 试管 加 热 时 应 该 用 玻璃 球 盖 住 以 防止 试 样 体积 的 减少 。 
接着 把 试 样 冷却 ， 在 分 光 光 度 计 C@-4 波长 为 558nm 比 色 杯 光 
径 为 工 厘 米 测定 溶液 的 光 密 度 。 以 0.2 毫升 蒸 饮水 代替 待 测 溶液 
作为 空白 对 照 。 

溶液 的 颜色 在 30 分 钟 内 不 减退 。 若 试 样 过 多 颜色 强度 太 深 ， 
可 用 异 丙 醇 进行 稀释 后 再 在 分 光 光 度 计 上 进行 测定 。 在 这 种 情况 
必须 根据 溶液 的 稀释 倍数 进行 换算 。 

分 析 样 品 中 羟 且 氨 酸 的 量 可 根据 标准 曲线 计算 ， 此 曲线 是 用 
不 同 稀释 度 的 羟 睛 氨 酸 标准 溶液 而 制作 的 。 

上 述 测 定 羟 且 氨 酸 的 方法 具有 很 好 的 重复 性 和 高 的 灵敏 度 ， 
可 以 检 出 1 微克 的 羟 膊 氨 酸 ， 待 测 溶液 中 即使 有 NaCl1 和 了 CI 存 
在 也 不 影响 羟 且 氨 酸 测定 的 准确 性 , 但 是 0.1N NaOH 的 存在 却 
会 显著 的 降低 颜色 的 强度 。 


以 “C-like MW EEA AAA 
研究 胶原 蛋白 合成 的 一 个 方法 
T. B. 3aMapaeBa 


方法 的 原理 


为 了 研究 在 模式 体系 中 胶原 蛋白 质 合 成 的 各 个 阶段 ， 广 泛 应 
用 同位 素 的 方法 。 在 胶原 蛋白 组 成 成 分 中 存在 不 寻常 的 氨基 
酸 一 一 羟 睛 氨 酸 和 羟 赖 氨 酸 ， 而 这 二 种 氨基 酸 在 其 他 蛋白 质 中 是 
不 存在 的 。 此 点 可 以 用 来 鉴定 动物 组 织 的 其 他 和 蛋白质 中 的 胶原 蛋 
白 。 将 组 织 与 碳 标记 且 所 酸 一 起 保温 后 ，"(L- 羟 且 氨 酸 的 检 出 是 
证 明 在 该 体系 中 胶原 蛋白 合成 最 主要 的 标志 。 

目前 为 了 研究 胶原 蛋白 多 肽 链 合成 的 部 位 ， 分 子 转录 后 的 修 
饰 , 细胞 间 胶 原 蛋白 运输 等 有 关 问 题 , 利用 了 胶原 蛋白 合成 的 各 种 
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模式 体系 一 一 组 织 的 存活 培养 物 , 结缔 组 织 细 胞 培养 物 , 合成 的 无 
细胞 系统 ( 见 A. E. Bepra8， 第 325 页 )。 
在 离 体 情况 下 研究 胶原 蛋白 的 合成 最 方便 的 方法 是 用 鸡 胚 软 
骨 组 织 ， 这 种 组 织 能 活跃 地 合成 胶原 蛋白 和 其 他 蛋白 质 。 作 为 研 
究 的 材料 可 利用 17 天 鸡 胚 顶 骨 软骨 组 织 或 者 生长 10~11 KWOK 
KE. | 
下 面 叙 述 了 用 鸡 胚 软 骨 组 织 研究 的 方法 和 根据 Juva 和 
Prockop (1966) 测定 “C-FAH BARAT. 
in 剂 
Krebs A # #3 (GH mM 含量 表示 六 Na.HPO,15.7; 
KH,PO,1.6; NaCl111.2; KC15.4; MgCl, 1.3; NaHCO,;4.0; #4 
萄 糖 13.0(Krebs, 1950), 
6N HCl 溶液 和 浓 HCl, 
4C_ iB (100 微 居 里 /m M), 
在 118~124'C 共 馅 过 的 甲 基 溶 纤 剂 *。 
闪烁 溶液 (Prockop, Ebert, 1963). 15 ¥ 2.5-He 3 OE wh 
(PPO), 50 2% ve ARMA HE (POPOP) Fl 1 HARA, RA FE 
HP BT ok AG 
RRA EAR 
1N, NaOH 溶液 。 
1 % Bh KYA MK GE F 96% CBP), 
0.2! RRA mw (pHs.0); 添加 浓 HCl # pHs.0, 
0.2M 氯 胺 - 工 溶液 (新 蒸 馅 出 )。 
3.6! 硫 代 硫 酸 钠 溶 液 (室温 下 在 葵 液 层 覆 盖 中 能 保存 1 月 ) 
1M Tris-HCl 缓冲 液 CpH8.0)。 
* 是 一 种 溶剂 ,有 效 成 分 为 甲 换 乙 二 醇 --- 译 者 注 ， 
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闪烁 葵 。 

将 硅胶 在 球磨 机 中 磨 碎 4~5 小 时 (一 100 毫升 体积 为 放 入 量 
简 中 , 加 乙醇 到 2 升 ， 悬 浮 5 分钟 ， 然 后 把 上 清 液 倒 入 第 三 个 量 简 
中 , 悬浮 物 放 置 30 分 钟 。 上 上 清 液 倾 出 ， 而 沉淀 重新 悬浮 在 2 升 乙 
醇 中 , 放置 30 分 钟 ,用 乙醚 重复 此 操作 。 沉 演 先 在 空气 中 和 干燥) 然 
后 在 100 CC 于 燥 一 异 夜 。 硅 胶 保 存 于 有 紧密 磨 口 塞 的 瓶 内 。 

艾 氏 试剂 (Prockop, Udenfriend, 1960), 27.4 BA KRM 
加 到 200 毫升 无 水 乙醇 中 ， 把 此 混合 液 冷 却 。 在 另 一 个 烧杯 中 放 
120 死 对 - 二 甲 基 氮 基 苯 醋 ( 从 无 水 乙醇 中 二 次 重 蒸 馅 )， 加 入 200 
毫升 无 水 乙醇 , 然后 在 搅拌 下 慢 慢 加 入 酸化 乙醇 到 苯 醛 溶液 中 。 艾 
氏 试剂 在 冷 处 保存 。 可 保存 儿 星 期 仍 能 用 。 

经 过 分 部 蒸 馅 纯化 的 吡咯 。 BIZ AE ON PTE BO. 14M 
毫升 ) 在 一 20'"C 的 葵 中 可 保存 几 个 月 。 


用 软骨 组 织 实验 


10~11 KGRHETRAKED BH Kribs 培养 基 中 , 在 双 
简 放 大 镜 下 分 离 和 和 剥 净 周 围 的 软组织 。 分 离 后 的 骨头 放 到 含有 
Kribs 培养 基 的 圆 底 烧 瓶 中 ， 圆 底 烧 瓶 放 在 冰 浴 中 。 如 必须 进行 
对 照 实验 时 , 即 利用 一 小 块 豚 胎 骨头 作为 对 照 试 验 , 另 一 块 作为 试 
验 样 品 ， 每 一 试 样 含 有 二 块 或 更 多 的 骨头 。 组 织 在 振 功 情况 下 于 
3 Ft Kribs 的 培养 基 中 37"C 预 先 保温 1 小 时 , 然后 添加 4~8 微 
居 里 !L- 且 氨 酸 继续 保温 1 一 2 小 时 。 

保温 结束 后 组 织 在 少量 ( 约 5 毫升 ) 蒸 饮水 中 匀 浆 ， 将 匀 浆 对 
流动 的 自来水 透析 过 夜 , 再 对 蒸 馅 水 透析 4 小 时 , 蛋白 质 的 水 解 是 
用 6 N HC! 100C 在 玻璃 安宁 中 进行 20~24 小 时 。 水 解 完 毕 后 
试 样 用 活性 炭 处 理 除 去 色素 物质 用 滤纸 过 滤 和 用 6 N ACL YAR 
洗涤 滤纸 。 滤 液 在 水 浴 上 蒸 发 , RADE PKR OK, F 
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的 残留 物 深 于 3 AK BOM 0.1 毫升 用 来 测定 蛋白 质 总 
的 放射 性 ，2.5 毫升 用 来 测定 ”"(L- 羟 且 氨 酸 。 水 溶液 放射 活性 的 

”测定 是 在 含有 0.1 毫升 待 测 溶液 ，3 毫升 甲 基 溶 纤 剂 和 5 毫升 内 
BkY(Prockop, Ebert, 1963) 体系 内 进行 。 试 样 放射 性 是 在 闪烁 


计数 器 中 测量 。 


“C$ fi Sl BS BY WE 


SGT AY Dik BE FR A -T 氧化 *C-FRA SA RS 然后 分 离 氧化 放 
射 性 产物 一 一 吡咯 和 C—He  AE F AR  e  E E 
胶 柱 上 加 以 分 离 。 

在 50 BHAA ENING A PETRI, Wl 2.5 毫升 待 测 
液 加 入 载体 一 一 2.5 BRAM AAR, 用 1N NaOH 溶液 
ApH % 8.0, 然后 向 试 样 加 6 毫升 0.24M 焦 磷酸 钠 洲 液 4(P 卫 8.0) 
Al 1.4 SEF} ah ART th AY 0.2 MART YAK, IIR AE Sil Ft 
拌 20 4) BH, FA A FEAR ET AUER, INA 6 ZH 3.6M 
硫 代 硫酸 钠 停止 反应 .用 1N NaOH 溶 液 把 试 样 PH 调 到 8.0( 用 
酚 栈 作 指示 剂 )， 向 试 样 加 入 4 毫升 1M Tris-HCl & wh yk (pH 
8.0)、 过 量 的 固体 NaCl 和 10 毫升 闪烁 甲 茶 。 试 样 强烈 的 振 荔 3 
分 钟 ， 使 试 样 分 成 甲苯 相 和 水 相 ， 在 甲苯 相 中 含有 放射 性 的 且 氨 
酸 ， 用 与 水 泵 相连 的 巴 氏 吸管 小 心 吸出 。 剩 下 来 的 水 相 含有 #C- 
产 睛 氨 酸 的 氧化 放射 性 产物 ,在 水 洽 上 加 热 25 分 钟 ， 为 的 是 使 产 
且 氨 酸 的 氧化 中 间 产 物 转化 成 吡咯 ， 冷 却 后 向 试 样 加 入 过 量 的 国 
体 NaCl 和 12 毫升 甲苯 , 混合 液 象 第 一 次 一 样 振 划 。 分 相 后 从 甲 
苯 层 《含有 放射 性 吡咯 ) 取出 10 毫升 ， 加 到 硅胶 柱 内 。 所 有 下 面 
全 部 操作 都 应 避免 水 进入 到 试 样 。 装 有 玻璃 滤器 柱 BY JG BB GE: 
12 x 160 毫米 ) 应 先 垫 二 层 特殊 纯化 过 的 细 砂 ,在 甲苯 中 放 入 6 毫 
升 硅胶 悬浮 液 , 按 3 克 硅 胶 对 10 毫升 甲苯 计算 。10 毫升 放射 性 洲 
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液 通过 柱 后 ， 先 用 所 BF AYER, RA 10 SA PARR. 从 
所 得 中 毫升 洗 脱 液 中 , 取 10 毫升 与 0.5 毫升 闪烁 溶液 混和 ; ZW 
烁 计数 器 中 测定 吡咯 的 放射 性 。 

为 了 测定 全 部 待 测 蛋 白质 水 解 液 中 产 且 氛 酸 的 放射 性 ， 应 考 
虑 到 试 样 稀释 的 倍数 ， 羟 且 氨 酸 氧 化 的 放射 性 产物 分 离 过 程 申 的 
损失 和 计数 器 的 效率 ( 卫 ), 将 计数 器 读数 按 下 式 加 以 校正 : 


100. 1 Ob ee 
eK 100 20 ie 8 
人 


公式 中 a 一 一 所 有 待 测试 样 中 +C- 羟 且 氨 酸 的 绝对 放射 性 (每 秒 钟 
训 变 值 ) X 一 一 计数 器 上 读数 〈 脉 冲 / 分 ); 中 /10 一 一 为 了 测量 放 
射 性 所 取 洗 脱 液 的 体积 的 校正 数 ; 12/10 一 一 从 第 二 次 甲苯 抽 提 液 
中 体积 的 校正 数 ，3/2.5 一 一 为 了 测定 所 取水 解 液体 积 的 校正 数 ; 
5/4 一 一 *C- 羟 膊 氨 酸 转变 成 《C- 膊 氨 酸 时 羧基 碳 损 失 的 校正 数 ; 
P 一 一 根据 颜色 反应 所 检 出 的 以 吡咯 形式 捡 出 的 产 且 氨 酸 狗 数 

为 了 计算 在 产 且 氨 酸 测定 过 程 中 产 且 氨 酸 -一 -载体 损失 的 程 
度 , 也 就 是 以 吡咯 形式 出 现 的 羟 睛 氨 酸 的 百分比 , 应 用 艾 氏 试剂 进 
行 了 光电 比 色 测定 。0.1 毫升 洗 脱 液 用 甲苯 稀释 到 5 毫升, 迅速 地 
与 2 毫升 艾 氏 试剂 混 匀 ， 在 暗室 内 室温 放置 30 分 钟 旦 现 出 颜色 : 
在 波长 560 nm 下 以 空白 管 为 对 照 ( 含 有 5 BH PRAM 2 毫升 艾 氏 
试剂 ) 测 其 光 密度 。 

与 待 测试 样 同 时 取 含 有 0.02 Fl 0.046 M IMA AY 2 Ap HEY 
液 进行 颜色 反应 。 

以 吡咯 形式 出 现 的 产 睛 氨 酸 百分比 CP) 可 根据 光电 比 色 测定 
的 结果 , 用 下 列 公式 计算 : 


ur eee 
Fae oe x Ox x 7 * 100 


式 中 了 一 一 分 析 样 品 中 吡咯 的 光 密 度 : Dss——alt me bE YA KG 
” 卫 0C : 


BE; C 一 一 在 标准 品 中 吡咯 的 KM 数 (一 般 O.04 MM); 25/0.1 
一 一 光电 比 色 测定 所 取 洗 脱 液 体积 的 校正 数 ; 开 一 一 羟 有 睛 氨 酸 
一 一 载体 的 量 , 以 伙 凤 表示 (这 里 是 15.2 人 AM )。 

在 同一 天 中 测定 成 分 相同 的 一 组 试 样 时 ， 检 出 率 的 变化 不 会 
大 于 士 3。 在 少 于 50 毫克 氨基 酸 含量 的 试 样 中 检 出 率 (E) 是 
全 一 65。 在 蛋白 质 含量 很 大 时 这 个 值 显 著 的 下 降 其 原因 是 由 
于 氧化 物 和 和 氯 胺 - 工 之 间 的 比值 破坏 之 故 。 除 此 之 外 ， 所 研究 
的 试 样 不 应 该 含有 大 于 0.5 人 人 M AR, ANKEHRA 
酸 会 使 由 巧 .2 AM 羟 且 氨 酸 作为 载体 测定 吡咯 的 结果 大 大 失 
真 。 

本 法 能 使 放射 性 的 有 睛 氨 酸 和 吡咯 很 好 的 分 离 。 所 研究 试 样 含 
有 80000 脉冲 /分 °C-AR UR, 在 甲 茉 抽 提 液 中 放射 性 不 应 高 于 本 
底 的 活性 。 


胶原 蛋白 且 氨 酸 - 羟 化 酶 活力 的 测定 
T. B. 3aMapaeBa 


由 于 胶原 蛋白 oo EY Be EY 8 10 PE Fi AEH 
BR HY B52 Di I ae EB, I BD EI BS 2k PR 9 BT 
HE46(CE 1.14, 11.2, AR 2A: 2-728 — BR — IA). IZ 
的 分 布 在 许多 动物 组 织 中 , ENT Ee AR RA ob in BP, 年 
龄 和 生理 状态 而 变化 , 且 氨 酸 - 羟 化 酶 活力 的 增加 已 在 结缔 组 织 增 
生 的 不 同 病 理 过 程 中 发 现 。 例 如 : 在 实验 性 砂 肺 病 (Halme et 
al., 1970)， 动 脉 顷 样 硬化 证 (Euller，Langner，1970)， 腕 
原 病 (CHannuksela et al.，1970)， 有 肝脏 纤维 化 (Iakeuchi，1967) 
等 等 。 因 此 可 把 这 个 酶 的 活性 作为 组 织 的 胶原 蛋白 合成 系统 的 菏 
种 指标 。 
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方法 的 原理 


测定 胶原 蛋白 的 且 氢 酸 产 化 酶 活力 根据 所 用 底 物 的 性 质 不 同 
而 采用 不 同 的 方法 ， 在 模式 羟 化 系统 内 用 来 作为 底 物 的 是 各 种 人 
工 合成 的 肽 ， 它 们 的 结构 与 胶原 蛋白 相似 。 应 用 人 工 合成 的 多 肤 
〈 且 - 且 - 甘 )n 时 酶 活性 的 测定 是 根据 产 睛 氨 酸 量 的 增加 《Hutton 
et al., 1968), 它 的 增加 量 可 用 颜色 反应 来 进行 测定 

但 是 测定 且 氨 酸 凑 化 酶 活力 最 常用 的 是 利用 放射 性 本 胶原 
(不 被 羟 化 的 胶原 蛋白 前 体 ) 作 为 底 物 。 胶 原 蛋 白 有 睛 氨 酸 残 基 产 化 
作用 的 酶 促 反 应 是 在 有 氧 参 与 下 进行 的 ， 并 要 求 有 一 系列 辅助 因 
子 存在 : a- 酮 成 二 酸 盐 , Fe 和 抗坏血酸 。 因 此 在 羟基 化 反应 阻 断 
AEE GRA RA a, %- 联 吡啶 与 铁 离子 结合 ) 在 细胞 内 合成 不 
a iA SAK Be I Ae A RR A BA. 

如 果 在 有 CH-HHAREBSTA RWB, MAE SMA 
‘H-7AR BORA, ARTE RII A DP BY BART 出 来 的 
3H,O 的 形成 而 测定 CHutton et al, 1966), TAR MCAR Im 
所 生成 的 C-F8 IR ROK i EMEA Cal T. B. Samapaepa, Wi 
248 页 )。 

下 面 叙述 部 分 纯化 胶 化 原 蛋白 的 有 睛 所 酸 - 羟 化 酶 的 分 离 和 
+C- 本 胶原 的 制备 和 模式 羟基 化 作用 系统 的 组 成 。 


仪器 和 试剂 
带 有 聚 四 氟 乙 烯 杆 的 玻璃 匀 交 器。 冷冻 离心 机 , 12000~40000 
转 / 分 。 装 有 振 蔓 器 (用 于 振荡 试 样 ) 的 37°C 水 浴 。 闪 烁 计数 器 。 
Kribs 培养 基 ( 兄 T. B. Samapaena, 248 页 ); a, %- 联 吡啶 。 浓 
HCL 和 6N HCl yy, “C-HiAw; 100 毫 居 里 /ma; FeSO,, a- 
酮 戊 二 酸 盐 ; Tris; 2- 琉 基 乙 醇 ; 过 氧化 氨 酶 ; 清 蛋白 ; HAR MMR 
.25 和 . 


We C-FA A PRAY NH] CHL T. B. Samapaesa, 248 页 )。 


ie “C- 胶 原 蛋 白 原 


从 10~11 日 龄 的 10 ROARK AAR AWE, Bea ae 
A) 放 在 少量 Kribs 培养 液 中 ， 并 置 于 冰 浴 中 除去 周围 的 软骨 。 
把 分 离 的 软组织 放 于 5 毫升 含有 1m aa'- 联 吡啶 的 人 ribs 深 
MP, 在 搅拌 下 37"C 培 养 30 分 钟 ， 然 后 添加 30 微 居 里 MC- Hie 
酸 ， 继 续 保 温 2 小 时 。 保 温 后 组 织 在 蒸馏 水 中 用 带 有 聚 四 氟 乙 烯 
研 桂 的 玻璃 义 浆 器 中 匀 浆 ， 匀 浆液 对 流动 自来水 透析 过 夜 ， 然 后 
对 蒸 饮 水 透析 2~3 小 时 ， 匀 浆液 进一步 在 1000008 下 离心 工 小 
时 , 含有 2 C- 本 胶原 的 上 清 液 在 90"C 加 热 10 分 钟 ， 用 来 作为 测定 
胶原 蛋白 的 且 氨 酸 产 化 酶 的 底 物 。 少 量 的 本 胶原 溶液 可 在 一 20C 
冷冻 哥 存 。 底 物 的 放射 活性 是 在 含有 0.1 毫升 待 测 溶液 ，3 毫升 甲 . 
基 溶 纤 剂 和 5 毫升 闪烁 液 的 体系 内 , 在 闪烁 计数 器 上 读数 。 


提取 部 分 纯化 的 胶原 蛋白 有 睛 氨 酸 羟 化 酶 制剂 


We Jk EO Ni A PR HH AF Halme 等 的 方法 从 12 天 
的 鸡 胚 中 提取 (Halme et al., 1970b), 30~50 只 鸡 胚 截 下 头 后 ， 
进行 洗涤 ， 在 2.5 倍 体积 0.01M KCl 溶液 中 用 具有 聚 四 氟 乙 烯 
研 桂 的 玻璃 义 浆 器 进行 匀 浆 ,所 得 的 匀 浆 在 150008 离心 30 分 钟 。 
小 心 的 吸出 上 清 液 , 在 细心 的 搅拌 下 向 它 添 加 少量 硫酸 贸 直 到 0.3 
饱和 度 ( 每 1 FAM 162 克 硫 酸 匀 )。 所 产生 的 沉淀 离心 分 离弃 去 ， 
I] LIARS IM MAD 0.65 饱和 度 〈 根 据 计 算 每 一 升 溶液 再 加 
216 Fem ARE). ZE 0.3 ~0.65 硫酸 匀 人 饱和 度 情 况 下 所 析出 的 沉 演 
蛋白 质 组 分 ， 溶 于 含有 0.1M RCI 和 0.1M 甘 氨 酸 的 0.01M 
Tris-HCl 缓冲 液 中 (PH7.8)， 对 此 组 冲 液 进行 透 检 ， 二 次 更 换 此 
缓冲 液 ， 透 析 时 间 为 16~20 小 时 ， 所 有 操作 均 在 4C 进行 。 按 

355 ， 


Lowry 方法 测定 和 蛋白质 浓 度 (Lowry et al., 1951), 


“0- 本 胶原 的 羟 化 作用 体系 


+“L- 本 胶原 的 且 氨 酸 残 基 进 行 产 基 化 反应 是 在 含有 以 下 组 成 
成 分 的 体系 内 进行 的 《〈《 试 样 总 的 体积 4 毫升 ): 40000 一 50000 脉 
冲 /分 2L- 本 胶原 ，5 毫克 部 分 纯化 的 胶原 蛋白 的 有 睛 氨 酸 - 羟 化 酶 
制剂 ，0.05M Tris-HCl 缓冲 液 (pH7.5) 0.08mM_ FeSO,, 
0.5m 4a- 酮 成 二 酸 盐 , 2m 人 抗坏血酸 , 0. 1mM 2-H SE ZMH, 0.4 
毫克 过 氧化 氢 酶 和 2 毫克 经 过 90'"C 预 热 10 分 钟 的 清 蛋 白 GHalme 
et al.，1970)。 试 样 在 搅拌 情况 下 37"C 保 温 工 小 时 s 添加 等 体积 
We HC! 停止 反应 。 

蛋白 质 用 6N HCl 在 玻璃 安庆 中 100°C kM 20~24 小时, BE 
一 步 蒸发 水 解 液 , 蒸发 时 用 蒸 饮水 洗涤 几 次 , 干 的 残留 物 溶解 在 3 
毫升 蒸 饮 水 中 。 取 这 溶液 0.1 毫升 用 来 测定 蛋白 质 的 总 放射 性 ， 
取 这 溶液 2.5 毫升 来 测定 “C-AMAR CLT. B. 3axMapaeBa， 
248 页 )。 关 于 -本 胶原 且 氨 酸 残 基 酶 促 羟 化 作用 的 程度 ， 可 根 
据 所 生成 的 放射 性 羟 睛 氨 酸 对 总 的 放射 性 底 物 的 比值 来 判断 ， 底 
物 总 的 放射 性 以 百分数 来 表示 。 


从 细菌 胶原 蛋白 酶 除去 其 他 蛋白 质 
水 解 酶 杂质 的 方法 
A. E. Bepman, T. A. O6opoToBa 


为 了 研究 胶原 蛋白 的 生物 合成 和 一 级 结构 ， 目 前 广泛 的 应 用 


* 根据 SI 体系 同位 素 或 者 制剂 的 放射 性 应 以 每 秒 钟 衰变 来 表示 。 但 在 不 能 计算 
计数 器 的 效率 时 , 就 不 能 这 样 做 。 
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某 些 细菌 所 合成 的 蛋白 质 水 解 酶 类 -胶原 蛋白 酶 ， 它 只 能 分 解 
胶原 蛋白 , 对 其 他 蛋白 质 没有 活性 。 市 售 的 不 同类 型 的 胶原 蛋白 栈 
制剂 , 往往 含有 其 他 蛋白 质 水 解 酶 的 杂质 , 利用 胶原 蛋白 酶 来 研究 
胶原 蛋白 时 必须 除去 其 他 蛋白 水 解 酶 杂质 。 下 述 的 方法 (Peterkof- 
sky,，Diegelman,，1977) 是 用 Sephadex G-200 凝 胶 过 滤 纯 化 某 
些 市 售 的 胶原 蛋白 酶 制剂 ， 本 法 具有 简便 和 高 效率 的 特点 。 从 胶 
原 蛋白 酶 制剂 中 除去 其 他 蛋白 水 解 酶 杂质 的 程度 是 依据 分 解 非 胶 


原 蛋 白 酶 性 质 的 放射 性 蛋白 质 底 物 来 判断 的 。 


制剂 和 溶液 


第 一 放射 性 制剂 一 一 冷冻 干燥 的 带 放射 性 的 中 性 -可 溶性 胶 
REA, 它 的 比 放射 性 强度 为 10000~20000 脉冲 /分 /毫克 。 给 大 
鼠 注射 标记 的 甘氨酸 或 者 有 睛 氨 酸 经 过 一 昼夜 后 ， 从 鼠 的 皮肤 中 分 
离 放 射 性 胶原 蛋白 。 其 方法 如 文献 中 所 述 的 〈KEivirikko， 
Prockop，19677。 可 利用 放射 性 胶原 富 集 的 蛋白 制剂 ， 它 是 从 
鸡 胚 骨 与 同位 素 标 记 的 且 氨 酸 一 起 保温 后 提取 出 来 的 〈 见 T. B- 
3aMapaeBa，253 页 )。 

第 二 放射 性 制剂 冷冻 干燥 的 放射 性 蛋白 制剂 ， 它 不 含 放 
射 性 胶原 蛋白 , 如 果 利 用 放射 性 色 所 酸 作为 同位 素 标记 的 前 体 , 肯 
定 能 够 得 到 不 含 放 射 性 胶原 蛋白 的 制剂 ， 因 为 胶原 蛋白 分 子 不 含 
有 这 种 氨基 酸 。 我 们 利用 的 制剂 是 从 鸡 胚 骨头 与 同位 素 标记 的 色 
氨 酸 保温 后 所 提取 而 得 的 。 

含有 1mM CaCl, fj 0.05 M Tris-HCl 缓冲 液 (pH 7.6) 
(Tris-Ca 缓冲 液 )。 

Sephadex G-200 # RK, #464 Iris-Ca 缓冲 液 平 衔 。 

0.1% EA KAM. 

50% 和 5 匈 三 氯 酷 酸 水 溶液 (ICA)。 
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一 


5 克 PPO 和 50 毫克 POPEOP EF 1 FAM aE CAA 内 
烁 体 )。 


分 析 的 步骤 


5O~100 毫克 胶原 蛋白 制剂 溶解 在 2 毫升 Tris-Ca 缓 冲 液 
中 , 使 不 溶性 颗粒 离心 沉淀 .吸出 上 清 液 加 到 Sephadex G-500 # 
上 ( 柱 高 120 厘米 , 直径 2 厘米 ), Sephadex G-200 柱 事 先 用 Tris- 
Ca 缓冲 液 平 衡 与 洗涤 , 用 同一 缓冲 液 洗 脱 ， 流 速 是 6~T ESE / 
BY, 用 自动 部 分 收集 器 收集 ， 每 3 毫升 为 一 组 分 。 洗 脱 完毕 后 ( 柱 
的 总 体积 是 300 毫 升 左右 ), 每 一 组 分 在 波长 280 nm 测 其 光 密 度 。 
为 了 测定 所 得 到 的 组 分 中 胶原 蛋白 酶 和 非 胶原 蛋白 酶 的 活性 ， 用 
Tris-Ca 缓 冲 液 制 备 了 二 种 放射 性 的 制剂 , 即 有 放射 性 胶原 蛋白 的 
制剂 (第 一 放射 性 制剂 ) 和 无 放射 性 胶原 蛋白 的 制剂 (第 三 放射 性 
制剂 )， 二 种 制剂 在 按 1 毫升 溶液 含有 1000~1500 脉冲 /分 计算 。 
向 工 毫 升 底 物 溶液 加 入 0.05 毫升 所 收集 的 组 分 深 液 , 对 每 一 组 分 
平行 的 做 四 个 试验 一 一 每 个 底 物 做 2 个 . 除 此 之 外 , 对 每 二 底 物 平 
行 的 做 三 个 空白 对 照 试验 , 此 对 照 试 验 中 添加 0.05 毫升 Tris-Ca 
缓冲 液 。 空 白 对 照 和 实验 试 样 在 37°C 保温 90 分 钟 ， 保 温 后 试 样 
在 冰 浴 中 冷却 ， 向 每 一 试 样 中 加 0.2 毫升 清 蛋白 溶液 《用 作 载 体 ) 
和 0.1 毫升 50% TCA WM, 搅 匀 试 样 , 放置 到 沉淀 析出 ;沉淀 收 
集 到 微 孔 过 滤 膜 上 , 用 5% TCA 洗涤 ， 再 用 乙醇 洗 桨 ， 滤 膜 放 垃 
于 含有 甲苯 闪烁 体 的 小 瓶 中 并 用 闪烁 计数 器 测量 其 放射 性 六 组 从 
的 水 解 蛋 白 酶 活性 是 依据 放射 性 底 物 的 分 解 来 进行 测定 ， 可 根据 
下 式 计算 分 解 的 百分比 ; 


水 解 罗 =100 


式 中 工 -一 实验 试 样 放射 性 平均 值 ; C 
268 ， 


Tx 100 
G 


空白 对 照 平 均值 。 


图 28 是 <Ferak> 公 司 出 售 的 胶原 蛋白 酶 制剂 的 凝 胶 过 滤 层 析 
谱 的 一 个 例子 ， 作 为 放射 性 胶原 蛋白 酶 的 底 物 是 利用 鸡 豚 骨 头 与 
“(L- 肤 氨 酸 保温 后 制备 而 得 的 蛋白 质 制 剂 。 而 放射 性 非 胶 原 蛋白 
酶 的 底 物 是 从 鸡 胚 骨头 与 :CC- 色 氨 酸 一 起 保温 后 提取 的 。 如 图 28 
所 示 在 54 一 65 收集 组 分 中 具有 很 高 胶原 蛋白 酶 活性 ， 它 们 能 分 
fe FAA Ric AY FE A A 50~60 狗 。 在 这 材料 中 放射 性 胶原 蛋 
白 的 总 含量 与 文献 资料 是 相符 的 。 上 述 这 些 组 分 完全 不 分 解 从 同 
一 来 源 提取 出 来 的 用 ”“L- 色 氮 酸 标记 的 放射 性 蛋白 质 。 


A 


30 35 40 45 50 5S 60 65 70 75 80 85 90 
组 分 号 


28 胶原 蛋白 酶 制剂 (<Ferak> 公 司 ) 在 Sephadex G-200 凝 胶 过 
滤 使 胶原 和 蛋 白梅 和 其 他 蛋白 酶 分 离 的 洗 脱 图 谱 。 蛋 白质 含量 曲线 ( 实 
线 为 ”3C- 胶 原 蛋 和 白 分 离 曲线 〈 小 圆圈 ); 1C - 非 胶原 蛋白 分 离 曲线 
(三 角形 )， 纵 座 标 在 波长 280 nm 下 的 光 密 度 单 位 来 表示 的 蛋 
白质 含量 和 放射 性 底 物 的 分 解 百 分 比 ; 横 座 标 一 一 洗 脱 收集 组 分 
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aan es 
研究 动物 细胞 蛋白 质 合成 系统 的 方法 


多 肽 链 合成 时 间 的 测定 方法 
B. JI. Jleurun, M. VU. .JIepMaH 


近 几 年 来 蛋白 质 生物 合成 方面 的 理论 研究 指出 ， 翻 译 过 程 可 
用 动力 学 参数 来 加 以 描述 , 这 些 参数 包括 肽 链 的 起 译 , 延伸 和 肽 链 


的 终止 的 时 间或 者 速度 。 这 些 参 数 是 测定 蛋白 质 合 成 系统 的 主要 


参数 ， 而 在 翻译 水 平 上 蛋白 质 生物 合成 的 调节 是 通过 动力 学 参数 
的 变化 来 实现 的 。 有 时 也 用 起 译 时 间 和 肽 链 合成 时 间 (ts) 来 描述 
翻译 过 程 的 特征 。 

将 蛋白 质 合成 系统 下 列 这 些 特 性 的 变化 (例如 : 蛋白 质 合成 的 
绝对 速度 , 多 聚 核糖 体 的 外 形 , 核糖 体 沿 mRNA 的 分 布 , 生长 着 和 
已 合成 的 多 肽 链 的 动力 学 ) 与 计算 机 模拟 翻译 过 程 所 得 的 结果 加 
以 比较 时 , 能 够 得 到 关于 动力 学 参数 变化 定性 的 信息 。 对 于 细菌 细 
胞 ， 真 核 细胞 培养 物 和 无 细胞 系统 来 说 又 研制 出 了 直接 测量 延伸 
和 终止 以 及 志 的 时 间 的 方法 ， 对 于 动物 体内 实验 来 说 只 报导 了 测 
定 ts 的 方法 (B. JI. Jletiruy, M. V1. Jlepman, 1975 a, 6; Mathews, 
et. al., 1973), 测量 起 译 时 间 的 方法 原理 至 今 仍 没有 解决 。 


在 动物 实验 中 测定 ts 的 一 般 原 理 和 特点 


下 面 所 采用 的 缩写 : ts 一 一 多 肽 链 合成 的 时 间 ( 延 伸 和 终止 时 
间 的 总 和 )， 也 就 是 从 起 译 复 合 物 与 起 始 氨基 柄 -tRNA 相 结 合 的 
瞬间 开始 , 直到 在 肽 链 的 C 端 加 上 最 后 一 个 氨基 酸 后 , 多 肽 链 从 多 
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RE RK GW ERA IEA AI a; te 多 肽 标记 的 时 
间 , 也 就 是 标记 氨基 酸 被 多 聚 核糖 体 利用 的 时 间 ;trA 动物 标记 
的 时 间 ， 也 就 是 动物 和 标记 氨基 酸 保温 的 时 间 ; DER- 一 一 伸 长 中 
的 多 肽 的 放射 性 剂量 ， 也 就 是 伸 长 中 多 肽 的 放射 性 与 伸 长 着 和 已 
合成 及 多 肽 的 总 放射 性 的 比例 。 

ts 的 测量 是 基于 标记 的 氨基 酸 挫 入 到 伸 长 着 的 和 已 合成 的 多 
肽 上 去 的 研究 完成 的 。 方 法 的 选择 主要 决定 于 细胞 内 标记 氨基 酸 
的 储存 库 的 比 放 射 性 的 变化 特征 和 准确 测定 芯 的 可 能 性 。 同 样 存 
在 某 些 局 部 的 限制 : 一 些 方法 要 求 在 非 静 止 期 进行 标记 动力 学 的 
研究 \t<ts),， 另 些 方法 要 求 了 解 多 肽 中 全 部 氨基 酸 排列 的 序列 以 
及 其 末端 碎片 或 者 末端 氨基 酸 。 

在 动物 实验 中 测定 人 与 在 细菌 细胞 、 真 核 细 胞 培养 物 和 无 细 
胞 体系 中 测定 这 个 参数 的 相 比 ， 较 会 遇 到 以 下 复杂 的 情况 。 在 给 
动物 注射 标记 氨基 酸 时 : 1) 氨 基 酸 储存 库 的 比 放射 性 强度 不 恒定 ; 
2) 放射 性 前 体 挫 入 量 常 发生 很 大 的 变动 ; 3) th AREA IAF tra, 
因为 在 标记 物 进入 细胞 内 部 氨基 酸 储存 库 和 除去 所 研究 的 器 官 
后 , 使 蛋白 质 合 成 中 断 , 这 些 过 程 中 要 化 费 一 部 分 时 间 。 除 此 之 外 ， 
在 标记 过 程 的 恒 态 阶段 (tr>>t) 研究 肽 链 合成 动力 学 是 较 方便 的 ， 
虽然 这 条 件 不 是 一 定 的 。 


公式 及 其 应 用 的 条 件 


DR 一 一 是 根据 伸 长 着 的 和 已 合成 的 多 肽 的 放射 性 数据 提出 
的 , 它 不 依赖 氨基 酸 库 比 放射 性 强度 和 标记 物 挫 入 的 实验 性 偏差 ， 
理论 上 (Haschemeyer，1969; Brunschede，Bremer，1971) ts 是 
可 以 在 给 出 鼠 值 时 测定 DRe 的 值 而 计算 出 来 的 。 


ts 


DRy=i- HE tt Rt, GD 


或 可 通过 研究 伸 长 中 和 已 合成 的 多 肽 的 标记 动力 学 而 测量 DR. 


1 2 
DR, = t, tp >t, (2) 


在 后 一 种 情况 下 可 根据 图 表 中 直线 的 斜率 -DR 对 所 的 关系 来 测 


re. ts 12. 

在 动物 实验 中 刀 =traA 十 tp 一 trAc, 此 方程 式 中 tfA 一 一 从 给 动 
物 注射 标记 氮 基 酸 时 起 到 被 研究 器 官 开始 冷却 时 止 所 经 过 的 时 
闻 ; tsse 一 一 从 开始 冷却 到 和 蛋白质 合 成 完全 停止 所 经 过 的 时 间 ; 
从 注射 标记 氢 基 酸 起 到 它 进 入 细胞 内 储存 库 所 经 过 的 时 
间 。tra 间接 测定 的 , 但 是 实验 测定 tse 和 trac 带 有 很 大 技术 性 的 困 
难 。 因 此 在 tra AAEM AR TEA CD) ABET SE ts 值 , 但 是 由 于 ts 和 
trig 是 只 与 实验 条 件 有 关 的 第 数 , 所 以 可 以 将 公式 (2) 改 写成 便于 
实验 中 应 用 的 形式 (B. JI. Jleitun, M. H. Jlepman, 1975 a, 6). 


trac 


1 2 . 
TDR =C, + t ‘tla 在 tr 之 全 一 At (3) 


是 由 DR: (tra) 


tiisot At 
KC, = SC Tse) 2 eae, 


4 直线 的 斜率 ) 计 算 而 得 , 与 At 无 关 。 

由 公式 (3) 测 定 羽 的 实验 可 按 以 下 程序 进行 : 给 动物 注射 标记 
ASEM, 经 过 不 同 间隔 时 间 后 把 它 杀 死 ,测量 待 测 器 官 的 细胞 内 的 
DR 值 。 上 述 方法 可 以 利用 来 测定 正常 和 病理 状态 下 BY ts, 也 可 
以 测定 在 实验 影响 下 改变 多 肽 链 合 成 的 速度 。 后 一 种 情况 下 所 指 
的 应 该 在 标记 氨基 酸 注 射 之 前 采用 。 

在 研究 快速 作用 物 的 影响 时 ， 可 以 设计 另 一 个 实验 来 测定 多 
肽 链 合成 的 时 间 。 在 正常 条 件 下 标记 后 ， 在 静止 期 给 动物 注射 


可 以 改变 合成 的 初速 度 的 作用 物 和 研究 范 数 -DR (tds te AL 


- &O2 。 


据 直 线 的 斜率 -DR 一 tv) 计算 (B. Jl. Melina, M. 11. Jlepman, 


1975 6). 
DRy =C,+ a ‘tla 在 trA 之 二 十 ttzac 一 At (4) 


At 
KP OC, =2(t? +t’ Lac) trate 


是 依赖 于 实验 条 件 的 常数 ;ts 和 ts 一 一 在 正常 条 件 下 和 可 改变 合 
成 最 初速 度 的 作用 物 作 用 下 多 肽 链 合成 的 相应 时 间 ; 世 一 一 注射 
作用 物 的 时 间 ; trac 一 一 从 注射 作用 物 到 它 开始 起 作用 时 所 经 过 的 
时 间 ; At=tsp 一 刀 Ac。 当 标记 的 多 肽 绝 大 部 分 不 是 在 细胞 质 多 聚 核 
糖 体 上 合成 时 ， 当 有 蛋白质 合成 的 绝对 速度 受到 强烈 抑制 时 ， 这 个 
方法 不 同 于 过 去 的 方法 ， 能 合理 地 用 来 测量 妇 值 (B. JI. JIefrrP， 
M. V1. JIepMaH，1975)。 

在 某 些 情况 下 为 了 测量 ts 的 相对 变化 ， 不 必要 研究 伸 长 中 的 
和 已 合成 的 多 肽 标记 的 动力 学 。 由 公式 〈1) 可 得 出 蛋白 质 合成 系 
统 的 二 种 不 同 状态 : 

DR» _ t, Prt ci 


= 区 在 tt (5) 
BNE e ite >t? At 


在 这 类 实验 中 ， 在 正常 条 件 或 者 任意 选择 的 trs 间隔 时 间 给 
予 某 种 作用 后 给 平行 的 二 组 动物 注入 标记 物 ， 和 测量 伸 长 中 多 肘 
的 放射 性 剂量 。 

>t 一 At 
taf 
>t? 一 At 


应 用 这 个 方法 时 要 谨慎 ， 因 为 它 不 可 能 控制 在 细胞 质 多 聚 核糖 体 
上 多 肽 链 合成 的 动力 学 。 但 是 ， 毫 无 疑问 它 能 应 用 于 生理 条 件 变 
化 的 情况 下 。 
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下 面 将 叙述 关于 在 正常 条 件 下 和 在 有 翻译 抑制 剂 Oe 

和 人 金 精 三 ( 羧 ) 酸 作用 下 作 小 白鼠 体内 实验 时 测定 去 的 实验 。 
试剂 和 动物 

注射 试剂 : 放 线 菌 酮 、 金 精 三 ( 羧 ) 酸 和 均匀 标记 的 工 -2C- 
亮 氨 酸 (0.915 毫 居 里 /毫克 ) 和 工 -3-:C- 葵 两 氨 酸 (1.37: 毫 居 里 / 
毫克 ) 一 起 深 于 0.14M NaCl 溶液 内 , 使 其 浓度 达到 每 0.5 毫升 中 
有 一 定 的 剂量 ( 放 线 菌 酮 0.05~5.0 毫 克 , 金 精 三 ( 羧 ) 酸 2.5~25.0 
毫克 , !C- 氨 基 酸 10~30 微 居 里 )。 

匀 浆 用 溶液 . 0.25 MER, 5m M MgCl,,50mM KCl, 25mM 
Tris-HCl, pH7.6(25°C), 

制备 蔗糖 密度 梯度 溶液 : RA—-EROTKEM ER, 5mM 
MgCl,, 50mM KCl, 0.01% Zi RBS, 25m “ Tris-HCl, 
pH7.6(25°C), | 

闪烁 体 ， 3.5 5% PPO 和 0.1 克 POPOP 溶 于 1 升 甲 葵 中 。 

动物 的 准备 , 小 白鼠 (品系 BaLb/c), 体重 23~27 克 ;- 试验 前 
16~24 小 时 不 给 以 食物 。 

标记 条 件 

以 3~ 广 只 小 鼠 为 一 组 ,每 组 腹腔 注射 溶液 的 总 体积 为 0.5 毫 升 ， 
以 小 白鼠 平均 体重 25 克 计 算 剂量 。 为 了 根据 公式 (3) 来 测定 蕊 ,给 
小 白鼠 注射 0.14M@ NaCl 溶液 或 者 放 线 菌 酮 (0.5 Bat), Aw 20 
分 钟 后 注射 :4L- 亮 氨 酸 溶液 (30 微 居 里 )， 经 过 2~15 分 钟 后 杀 死 
动物 。 为 了 根据 公式 \4) 来 测定 ts， 给 动物 注射 “C- 亮 氮 酸 《30 微 
居 里 )， 经 过 2 分 钟 后 注射 放 线 菌 酮 〈5 毫克 ) 注射 后 2 一 13 分 钟 
杀 死 动物 。 为 了 根据 公式 ) 来 测定 也 相对 的 变化 ， 给 小 白鼠 注 
射 0.14M NaCl 溶液 或 者 金 精 三 ( 羧 ) 酸 (2.5~25 BH), A 45 

264 - 


分 钟 后 注射 MC-APGAMR (20 微 居 里 ) 溶液 ,注射 后 所 分钟 杀 死 
动物 。 
取出 肝脏 , 停止 蛋白 质 合 成 和 测定 ta 


将 小 白鼠 杀 死 后 取出 肝 胜 ， 将 它 在 液 氮 中 冰冻 (动力 学 实验 ) 
或 者 将 它 放 到 勾 浆 用 的 已 冷却 的 溶液 中 《固定 tra 的 实验 )。 在 某 
些 实验 中 把 冰冻 的 肝脏 保存 在 一 20C12 一 20 小 时 , trA 值 是 由 给 动 
物 注射 标 记 氮 基 酸 时 起 到 肝脏 开始 冷却 时 止 的 时 间 间 隔 决 定 的 。 
tra 的 下 限 不 超过 取出 肝脏 所 需 的 时 间 ( 一 30 BP), EPR C5 ~20 
分 钟 ) 不 超过 肝脏 内 重新 合成 的 清和 蛋白 开始 分 泌 到 血液 中 所 需 的 
时 间 。 


组 织 的 匀 浆 ， 除 去 线粒体 后 的 上 清 液 用 
蔗糖 密度 梯度 制备 和 分 级 分 离 


全 部 操作 在 O~4 C 进 行 ， 肝 脏 洗涤 后 用 小 剪刀 剪 碎 ， 在 聚 四 
氟 乙 烯 研 桂 的 玻璃 勺 浆 器 中 义 浆 ( 匀 浆 时 组 织 重 量 〈 克 ) 对 缓冲 液 
体积 (毫升 ) 的 比例 是 1:33, 匀 浆 研 桂 的 往返 次 数 是 10 次 )。 匀 浆液 
通过 2~3 层 消 毒 过 的 纱布 过 滤 ，150008g 离心 15 分钟 《 超 离 心 
机 ，Spinco Beckman 工 -2.50， 转 头 型 号 50 工 或 者 12000 转 / 分 
3C)。 弃 去 沉淀 ， 所 得 上 清 液 〈 除 去 线粒体 后 的 上 清 液 或 者 9is) 
通过 四 层 消 毒 纱 布 过 滤 ， 添 加 0.19% ROHR RAK 
BE 0.01 多 ) 和 13 狗 脱氧 胆 酸 钠 ( 最 终 浓度 为 1.3 免 )， 保 温 10 分 钟 
Ja, 铺 于 藤 糖 浓度 梯度 上 , 91s 用 二 种 方法 分 级 分 离 : 1) 分 段 -线形 
梯度 (5 毫升 2.3M 蔗糖 十 外 SH 0.3~1.8M 蔗糖 十 2 毫升 Si5)， 
68000g 离心 (CSW25.2 转 头 , 19000 转 / 分 )3"C12 小 时 ; 2) 分 段 - 线 
形 梯度 (1 毫升 2.6M 蔗糖 二 3 毫升 0.5~1.0M FEBE + 12EF+S,;), 
200000g 离心 ( 转 头 50T, 47000 转 / 分 )3"C90 分 钟 。 
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伸 长 中 的 和 已 合成 的 多 肽 中 放射 性 的 测量 


离心 以 后 将 芒 糖 密度 梯度 的 离心 管 中 的 内 例 物 逐 滴 进 行 分 级 
分 离 , 测定 每 一 组 分 的 260 nm 光 密 度 ， 得 到 紫外 光 吸 收 图 谱 ， 向 
沉 诈 系数 >20 的 梯度 组 分 中 分 别 加 入 0.1 毫升 经 过 胆 酸 钠 处 理 
过 的 未 标记 的 Sis, 然后 添加 1M NaOH WRB RAMEE HO.1M, 
使 氨基 酰 -tRNA 水 解 ,在 O~4 °C 保温 10 分 钟 后 添加 等 体积 10 多 
TCA, 20-~60 分 钟 后 \0~4 C) AREA ERR UTED, 
甲苯 -PPO-POPOP 系统 内 用 液体 闪烁 计数 器 (Nucler Chicago 
| Mark I) 测 其 放射 性 。 计 算 核糖 体 和 多 聚 核糖 体 \ 之 603) 沉 降 区 带 
中 标记 物 的 总 和 , 即 可 测定 伸 长 中 的 多 肽 的 放射 性 ; 计算 核糖 体 亚 、 
基 沉 降 区 带 和 芒 糖 梯度 上 层 (0~60S) 中 标记 物 的 总 和 ， 即 可 测定 
已 合成 的 多 肽 的 放射 性 ; DR. 是 根据 伸 长 中 的 多 肽 的 放射 性 对 伸 
长 中 和 已 合成 的 多 肽 的 总 放射 性 比值 来 计算 。 使 用 该 技术 保证 在 
梯度 内 标记 物 回 收 率 达到 100 多 《全 部 组 分 总 放射 性 对 进入 梯度 
中 放射 性 的 比 )。 


图 表 的 绘制 ， 数 据 的 数学 处 理 和 的 计算 


在 座 标 中 所 列 的 动力 学 数据 ， yp tua HAS) 《图 29, 
a) 和 公式 (4) 中 的 相同 (图 29, b)。 对 结果 用 最 小 二 乘 方 加 以 处 理 后 
可 画 出 直线 -TR--(tra)。 所 是 从 相应 的 直线 斜率 计算 而 得 ， 在 正 
常 条 件 下 七 等 于 1.45 分 钟 ( 见 图 29, a, 直线 1D)， 给 动物 注射 放 线 
菌 酮 , 其 剂量 为 0.5 毫 克 时 ,ts 增加 到 3.9 分 钟 ( 见 图 29,a, 直线 2)， 
当 剂 量 增加 5 毫克 时 ,ts 增加 到 350 分 钟 ( 见 图 29, b), A= GR) 
fi (2.5~25.0 AEE) 引起 tt 线形 的 增加 总 共 为 2.5 倍 《根据 公式 
G5) 计 算 , 图 30)。 
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图 29 在 正常 条 件 下 和 在 放 线 菌 酮 作用 下 多 肽 链 < 平 均 > 合成 时 间 的 测定 


给 小 白鼠 注射 0.14M NaCl (0.5 毫克 /25 克 体 重 ) (a, 1) KATA 

(0.5 毫克 /25 克 体 重 ) (ay 2 和 (5 毫克 /235 到 体重 )\b); 研究 小 白鼠 肝脏 细 

胞 伸 长 中 的 多 肽 和 已 合成 的 多 肽 的 标记 动力 学 。ts 的 测定 按 公式 (3) 一 a 

或 者 根据 公式 “〈 人 4 一 b。 纵 座 标 一 一 伸 长 中 的 多 肽 的 放射 性 部 分 的 倒数; 
横 座 标 一 一 动物 和 标记 握 基 酸 (tr4) 保 温 时 间 ( 分 ) 


DRrp 
DR “rp 


2.5 
2.0 


15 


1,0 


OO 


O Bie AO iy 4a, 20 25 mg 


30 测定 在 金 精 三 ( 羧 ) 酸 的 作用 下 肽 链 <* 平 均 > 合 成 时 间 对 在 没有 
翻译 抑制 剂 的 情况 下 合成 时 间 之 比 。 给 小 白鼠 注射 0.14M NaC] 溶 
液 或 者 金 精 三 CR) RQ 克 体 重 2.5~25.:0 毫 升 ), 经 过 45 分 钟 后 注 
射 134C= 葵 两 氨 酸 ; traA 一 5.83 分 钟 。ts 根据 公式 (5) 计算 
纵 座 标 一 一 作用 后 伸 长 中 的 多 肽 的 放射 性 剂量 对 作用 前 的 剂量 之 比 ; 
横 座 标 一 一 金 精 三 ( 羧 ) 酸 的 剂量 。 以 25 克 小 白鼠 体重 所 用 的 金 精 三 
(FR) 酸 毫克 数 表 示 
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能 阻碍 动物 细胞 蛋白 质 合 成 系统 的 抗 癌 化 
合 物 的 作用 机 理 分 析 方 法 
O. IO. A6aKymosa 


FES Ain RAS eT PASSA. 
来 , 对 所 观察 到 的 肯定 的 疗效 , 可 作 这 样 的 解释 : 即 肿瘤 细胞 比 正 
稼 细胞 对 这 些 抗 瘤 化 合 物 的 损害 作用 具有 更 大 的 敏感 性 。 但 是 对 
抗 瘤 化 合 物 在 肿瘤 细胞 与 正常 细胞 之 间 的 选择 性 的 性 质 ， 目 前 仍 
旧 不 清楚 。 所 以 必须 对 抗 癌 化 合 物 对 细胞 代谢 的 各 个 方面 其 中 包 
括 蛋 白质 合成 系统 的 作用 机 理 作 进一步 的 分 析 。 

所 有 细胞 的 蛋白 质 合成 系统 都 是 有 许多 组 分 参与 其 作用 的 ， 
核糖 体 在 蛋白 质 合成 系统 中 起 着 中 心 的 作用 ， 因 为 它们 把 全 部 过 
peop aon means 翻译 ( 即 蛋 白质 
合成 ) 分 成 三 个 阶段 ; BY Hy 延伸 一 一 肽 链 
的 伸 长 过 程 ， 上 丰 信 、、 “六 了 的 IE 人 人 
释放 出 来 。 

抗 肿瘤 药物 对 蛋白 质 合 成 系统 的 损伤 作用 〈 包 括 可 逆 的 或 者 
不 可 逆 的 ) 或 者 是 由 于 这 些 药物 直接 作用 于 翻译 的 某 一 阶段 因而 
直接 破坏 蛋白 质 合 成 系统 的 功能 ， 或 者 是 由 于 改变 系统 的 主要 组 
分 的 合成 , 由 此 破坏 了 它 的 正常 工作 。 

为 了 判断 抗 肿瘤 药物 对 和 蛋白质 合 成 系统 功能 的 损伤 作用 ， 首 
先 必须 测量 在 细胞 内 蛋白 质 合 成 的 绝对 速度 (当然 , 也 必须 和 弄 清楚 
不 同 剂量 的 药物 作用 和 测定 它 的 作用 对 时 间 的 依赖 性 )。 为 了 得 
到 关于 蛋白 质 合成 速度 变化 的 完整 的 概念 ， 应 该 测量 已 合成 的 多 
肽 链 和 未 合成 的 多 肽 链 的 总 蛋白 质 放 射 性 (从 匀 浆 中 )， 未 合成 的 
多 肽 链 也 就 是 所 谓 “ 新 生 的 ”>、 还 与 核糖 体 结 合 着 的 肽 。 为 了 研究 
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蛋白 质 合成 速度 的 变化 ， 只 测量 多 聚 核糖 体 \ 伸 长 着 的 肽 被 标记 ) 
的 比 放射 性 是 不 够 的 。 由 于 tRNA 受 损害 或 者 细胞 浆 中 的 蛋白 质 
合成 系统 的 其 它 因子 受 损 害 时 ， 使 抗 肿瘤 药物 抑制 或 者 加 速 蛋 白 
质 合 成 的 延伸 作用 ， 这 样 多 聚 核糖 体 的 比 放 射 性 或 者 与 蛋白 质 合 
成 速度 成 反比 或 者 不 起 变化 。 

由 于 在 细胞 内 蛋白质 合 成 的 速度 的 增加 或 者 降低 可 能 与 细胞 
浆 肉 《氨基酸 库 ) 氨基 酸 浓度 的 变化 有 关 CWannemacher et al,， 
1971)， 所 以 必须 分 析 组 织 勺 浆 的 酸 溶性 组 分 中 被 研究 的 标记 氨基 
酸 库 的 比 放射 性 。 

确定 了 被 研究 的 药物 是 直接 作用 于 翻译 过 程 之 后 ， 还 必须 弄 
清楚 ， 它 究竟 影 啊 翻译 的 哪 一 个 阶段 。 当 和 蛋白质 合 成 的 起 始 受阻 
AY, 处 于 工作 状态 的 多 聚 核糖 体 的 数量 减少 , 于 是 不 翻译 的 单 核 
糖 体 就 积累 起 来 。 用 蕊 糖 密度 梯度 在 高 离子 强度 和 低 离子 强度 溶 
液 申 分析 多 聚 核糖 体 物质 时 ， 用 氮 基 酸 脉冲 标记 和 蛋白质 时 就 能 发 
现 这 些 变化 。 在 具有 高 离子 强度 的 密度 梯度 中 发 现 不 翻译 的 单 核 
糖 体 本 身 解 离 为 40S 和 60S 的 亚 基 。 

4 tRNA 和 处 在 细胞 浆 内 的 蛋白 质 合 成 因子 受 损 害 时 ， 可 以 
减 慢 蛋白 质 链 延伸 的 过 程 , 所 以 在 正常 起 始 时 会 使 与 一 个 mRNA 
相连 的 核糖 体 的 量 增 加 ， 也 就 是 多 聚 核糖 体 成 为 更 重 》 了 。 用 基 
糖 密度 梯度 分 析 这 种 核糖 体 时 可 以 发 现在 多 聚 核糖 体 中 核糖 体 的 
类 似 再 分 配 。 

直接 测量 多 肽 链 合成 的 时 间 ， 就 可 以 确定 翻译 过 程 以 及 相应 
的 蛋白 质 合成 链 的 延伸 的 减 慢 或 加 快 〈B. JI. JIefrra，M.， H. 
JiepmMan Wi, 260 页 )。 也 可 使 用 Haschemeyer 的 方法 (Hascheme- 
yer, 1961; Mathews et al., 1973), 

起 终止 作用 的 蛋白 质 因子 参加 到 翻译 过 程 最 后 阶段 一 一 终止 
阶段 的 实现 , 终止 因子 大 被 抗 瘤 药 物 损害 , 能 破坏 已 合成 好 的 肽 链 
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AA BA MRN A-BAT IE He EC, GEE, FE MRNA 上 处 
于 工作 状态 的 核糖 体 数目 比 通常 显著 的 增多 ， 于 是 多 育 核 糖 体 的 
质量 增加 。 在 基 糖 密度 梯度 中 分 析 多 聚 核糖 体 时 也 能 发 现 类 似 的 
变化 。 但 是 多 聚 核糖 体外 形 的 那些 变化 , 在 破坏 肽 链 延 伟 阶 段 时 也 
能 看 到 , 这 就 使 对 测定 在 终止 阶段 发 生 的 损害 作用 带 来 困难 。 

翻译 过 程 可 由 于 损害 蛋白 质 合 成 系统 中 的 一 个 或 者 多 个 组 分 
而 破坏 。 为 了 和 弄 清 此 问题 , 研究 了 三 种 类 型 的 蛋白 质 合 成 系统 : 1) 
未 经 分 级 分 离 的 \ 粗 制 的 ) 系 统 ， 此 系统 内 含有 除去 线粒体 后 或 者 
除去 微粒 体 后 的 上 清 液 和 必需 的 补 加 物 ，2) 由 多 聚 核糖 体 和 细胞 
浆 重 的 建 系统 , 3) 利 用 添加 tRNA 的 刺激 系统 (Abakumova u zp, 
1974)。 

抗 癌 药 物 同样 能 破坏 蛋白 质 合成 系统 的 成 分 的 合成 。 人 NA， 
核糖 体 蛋 白 , 蛋白 质 的 翻译 因子 (一 个 或 几 个 ) 的 合成 受 破坏 , 就 会 
不 可 避免 的 导致 蛋白 质 合成 系统 功能 性 的 变化 。 当 这 些 成 分 的 合 
成 受 抑制 时 , 而 引起 的 蛋白 质 合 成 系统 成 分 的 不 足 , 将 与 菜 一 组 分 
的 存活 时 间 成 正比 。 因 此 在 这 种 情况 下 抗 瘤 药 物 的 损害 性 影 啊 , 看 
来 最 好 是 在 与 抗 瘤 药 物 长 时 间接 触 的 实验 中 来 测定 。 将 得 到 的 组 
织 进行 分 级 分 离 , 得 到 亚 细 胞 结构 ,在 蛋白 质 合成 无 细胞 体系 中 对 
它 进 行 分 析 。 此 系统 中 需要 添加 由 未 经 药物 处 理 过 的 动物 组 织 中 
得 到 的 外 源 成 分 。 

下 面 介绍 的 几 种 方法 ， 大 体 上 能 测定 抗 瘤 药 物 作 用 于 细胞 的 
和 蛋白质 合成 系统 时 的 茶 些 作用 点 。 


测定 抗 癌 药 物 对 细胞 内 蛋白 质 合成 速度 的 影响 
试 剂 


绥 冲 液 A. 0.25M ieee, 5mM MgCl,, 50mM KCI, 25mM 
Tris-HCl hy (pH7.6), 
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0.1% FE Zi i ARR 

20% Triton X-100 溶液 。 

10%, 15% Fil 50% 蔗糖 溶液 ， 此 溶液 所 含有 的 盐 的 成 分 与 组 
冲 液 A 一 样 。 

0.2M NaOH yw, 

硫 醚 (麻醉 用 )。 

1CL- 氨 基 酸 (一 100 毫 居 里 /mA )。 

微 孔 过 滤 膜 AufsCNo.3), 

ZAK, ELA PAPA A 3.5 克 PPO 和 .0.1 克 
POPOP, 

Brey 氏 液 体 , 含有 400 毫升 二 氧 六 环 ，100 毫升 甲醇 或 乙醇 ， 
10 毫升 乙 二 醇 ，30 克 茜 ,2 GE PPO 和 0.2 克 POPOP, 5% Ail 10% 
TCA 


D 


利用 带 有 肿瘤 的 动物 和 用 作对 照 的 健康 动物 。 必 须 注 意 在 肿 
瘤 中 不 要 出 现 坏死 区 域 ， 应 用 已 知 的 或 已 用 实验 确定 的 抗 瘤 药 物 
半 致 死 剂 量 (LDso) 作 为 最 大 剂量 , 而 所 取 的 药物 浓度 要 适当 低 一 
we GH 5~6 剂量 )。 抗 瘤 药 物 接触 时 间 的 长 短 是 由 实验 的 要 求 
来 确定 。 

分 析 过 程 “ 初 次 注射 抗 瘤 药 物 时 要 适当 的 加 以 控制 ， 看 它 是 
否 对 多 聚 核糖 体 结构 的 完整 性 产生 了 有 害 的 影响 。 为 此 ， 用 装 有 
Schlieren 光学 系统 的 分 析 超 离心 机 或 者 用 蔗糖 密度 梯度 制备 超 
离心 机 对 多 聚 核糖 体 物质 进行 分 析 ， 得 到 多 聚 核糖 体 的 沉降 图 。 

在 实验 中 应 用 氨基 酸 脉冲 标记 。 将 ”“L- 氨 基 酸 〈 人 一 250 微 居 
里 /每 公斤 体重 ) 注 射 到 腹腔 内 〈5 一 10 分 钟 内 )， 或 者 注射 到 门 静 
KA~+2 分 钟 内 )。 断 头 杀 死 动物 ， 取 出 器 官 和 肿瘤 ， 称 重 ， 用 冰 
水 洗涤 ， 再 用 缓冲 液 A 洗 涤 ， 然 后 在 这 缓冲 液 中 《用 三 倍 缓冲 
液 的 体积 ) FA ARPS Zui AES IIR at IR A ARIA BH A HE B. JI. 
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qeutun 和 M. H. Jiepman (1969) 的 方法 提取 , 测量 它们 的 比 放 射 
HE, 并 与 对 照 动 物 的 相同 组 织 所 得 的 多 聚 核糖 体 比 放射 性 相 比较 。 
从 匀 浆 取样 测量 细胞 总 蛋白 质 的 放射 性 。 

进行 以 下 操作 后 测量 已 合成 的 多 肽 链 的 放射 性 : 向 除去 线 粒 
体 后 的 上 清 液 (3:5) 添 加 聚 乙 烯 硫酸 酯 和 Triton X-100 使 最 终 浓 
度 分 别 为 0.01 和 2% 。 然 后 把 3 SFr Sis 铺 到 2 毫升 15% TERA 
液 上 , 基 糖 溶液 中 含 的 盐 与 缓冲 液 A 一 样 。 在 3C 1050008 下 离心 
(463. [isokSpincoy 离 心机 工 2.50 40000 转 / 分 ) 2 个 半 小 时 ， 倒 
出 上 清 液 ， 取 试 样 测定 蛋白 质 的 量 〈 按 Lowry 法 )，DNA 的 量 
Ge A. C. CnapHa 法 , 1958) 和 已 合成 的 肽 链 的 放射 性 。 将 多 聚 核 
糖 体 沉淀 悬 浮 在 含有 0.01 匈 聚 乙 烽 硫酸 酯 的 水 内 ， 取 样 测定 其 浓 
度 和 比 放射 性 。 添 加 等 体积 0.2MNaOH 溶液 和 在 室温 中 保温 5 
分 钟 ， 以 除去 吸附 在 试 样 上 的 放射 性 和 “L- 氨 基 酰 -tRNA。 用 
10% ICA 沉淀 后 ， 在 微 孔 滤 膜 上 在 甲苯 闪烁 体内 测量 试 样 
的 放射 性 ， 收 集 组 织 匀 浆 的 酸 溶性 组 分 ， 测 量 所 用 的 标记 前 体 物 
库 中 的 比 放射 性 。 用 乙醚 洗涤 酸 溶性 组 分 使 PH 达到 5.0 以 除去 
TCA,， 冷 冻 干 燥 后 在 氨基 酸 分 析 仪 中 测量 。 收 集 含 有 标记 氨基 酸 
的 组 分 ， 在 Brey 氏 液 中 测 它们 的 放射 性 。 所 得 结果 是 以 工交 需 
官 的 湿 重 和 1 毫克 蛋白 质 在 1 分 钟 内 的 脉冲 数 来 表示 。 

在 决定 药物 作用 与 时 间 的 关系 时 , 用 实验 性 地 选择 的 (或 者 治 
疗 的 ) 剂 量 进行 从 几 小 时 到 几 昼 夜 的 不 同时 间 的 接触 .材料 的 标记 
和 处 理 如 上 面 所 述 的 进行 。 


测定 药物 对 蛋白 质 合成 起 始 过 程 的 影响 


用 生长 肽 被 标记 的 多 聚 核糖 体 物质 , 将 它 铺 在 10% 到 50% HR 
度 的 薛 糖 密度 梯度 上 ， 所 用 的 巷 糖 溶液 含有 缓冲 液 人 所 具有 的 盐 
分 〈 低 离子 强度 溶液 ) 或 者 具有 同样 的 盐分 ， 但 不 含有 0.5 双 
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KCl ei GR BERK). FE 10 C40008g 离心 \ 甩 平 转 头 >W 25.2 
离心 机 “Spinco>，17000 转 / 分 ) 14 小 时 。 把 具有 梯度 的 二 个 离 
心 管 底 部 刺 孔 后 ， 使 离心 管 的 内 含 物 按 每 一 组 分 为 40 滴 , 收集 一 
系列 组 分 。 在 260nm 波长 下 测定 每 一 组 分 的 光 密 度 。 绘 制 梯度 
的 紫外 吸收 图 谱 ， 此 图 可 分 成 几 个 区 带 : 重 物质 (>803)， 单 核糖 
体 4803) 和 亚 基 \603 和 40S) 区 带 。 测 定 梯 度 内 每 个 区 带 占 全 部 物 
质 的 百分比 ,测定 .803-，60S- 和 40s- 颗 粒 的 重量 比 和 区 带 的 比 放 
射 性 。 这 样 对 多 聚 核糖 体 物质 作 了 鉴定 。 将 所 得 的 结果 与 经 过 相 
同 处理 的 对 照 动物 组 织 所 得 的 多 聚 核糖 体 相 比较 。 


测定 药物 对 不 同类 型 RNA 合成 的 影响 
试剂 ， Brey B. 1omM NaCl, 5m Tris-HCl 缓冲 液 CPB 阳 
7.6). 

5 %o Fil 20% HERE YA UK, 配制 在 缓冲 液 了 B 中 。 

0.2M EDTA 溶液 。 

10% SDS, 

1 多 酵母 RNA 溶液 。 

1C- 乳 清 酸 12 一 15 毫 居 里 /md)。 

微 孔 过 滤 膜 Aufs(No.3)。 

5% Al 10% TCA 溶液 。 

为 了 了 解 抗 癌 药 物 的 作用 机 理 ， 必 须 研 究 不 同类 型 RNA 的 
合成 ， 首 先 研究 药物 对 mRNA 的 合成 ， 对 mRNA 转移 到 细胞 
质 和 挫 入 到 多 聚 核糖 体 的 这 些 过 程 影响 。 给 动物 注射 抗 瘤 药 物 ， 
经 过 工 小 时 后 注射 L- 乳 清 酸 (200 微 居 里 /1 公斤 体重 )， 再 经 1 
小 时 后 杀 死 动物 。 组 织 处 理 ， 多 聚 核糖 体 的 提取 和 放射 性 的 测量 
如 上 所 述 , 所 得 结果 是 以 每 毫 死 多 聚 核糖 体 计 算 。 

为 了 测定 抗 癌 药 物 对 核 内 RNA 的 合成 和 转移 到 细胞 质 的 过 
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程 的 影响 , JV FA AF Se ie SE Ca at RA RS TE) - 
x be k Hho 期 的 - 结果 


对 照 RNA 合成 和 转移 到 细胞 质 中 (接触 
2 小 时 后 给 对 了 照 动物 注射 MC- 乳 清 酸 。 | A am 二 


1 小 时 后 注射 1C- 乳 清 酸 ,1 小 时 后 再 往 | ”药物 影响 注射 前 所 合成 的 RNA 转移 到 
射 药 物 。 细胞 质 中 去 。 


| 

Sta a 

om 

Brie el Ue Oh ee A 
1 小 时 后 给 对 照 动物 注射 XC- 乳 清 酸 于 th RNA 合成 和 转移 人 4 仆 时 后 )。 
| 在 1 小 时 内 药物 对 了 NA 合成 有 影响 。 


1 小 时 后 注射 药物 ， 再 1 小 时 后 注射 34 - 
乳 清 酸 。 


根据 第 二 组 实验 中 所 得 的 多 聚 核糖 体 的 比 放射 性 与 第 一 组 实 
验 所 得 多 聚 核糖 体 的 比 放射 性 之 比 ， 测 定 由 药物 所 引起 的 RNA 
转移 到 细胞 质 的 过 程 的 变化 ， 根 据 第 四 组 实验 所 得 的 比 放射 性 与 
对 第 3 组 实验 所 得 的 比 放射 性 的 比例 可 测定 药物 对 了 NA 合成 的 
影响 。 

为 了 测定 药物 对 细胞 核 内 RNA 合成 的 直接 影响 ， 给 动物 注 
射 药物 和 !C- 乳 清 酸 后 ， 按 上 述 方法 制备 组 织 匀 浆 ， 然 后 在 45C 
800 g 离心 10 分 钟 :用 缓冲 液 A 洗 涤 后 , 将 核 的 沉淀 物 悬 浮 在 缓 神 
液 A 中 , 用 来 作为 测定 DNA 和 了 RNA 含量 (M. T. Tpymoxro6oBa 
见 313 TH) A RNA 的 放射 性 的 试 样 。 

匀 浆 的 酸 溶性 抽 提 液 用 来 测定 标记 前 体 RNA 代谢 物 的 比 放 
射 性 。 在 采用 !C- 乳 清 酸 时 按 Katz, Comb 的 方法 (1963) 提取 
MC Feige be RAE a, 测定 它 的 放射 性 。 

用 蔗糖 密度 梯度 分 析 多 聚 核糖 体 RNA 时 得 到 了 药物 对 各 种 
类 型 RNA 合成 的 作用 的 详细 特征 。 为 了 从 多 聚 核糖 体 中 提取 
RNA, 把 它们 悬浮 在 缓冲 液 妃 中 ,向 悬浮 液 添加 十 二 烧 基 硫酸 钠 至 
0.5% YK REA EDTA 至 5mM 浓 度 , 此 后 溶液 在 37°C PRI 工分 钟 ， 
用 5~20% 的 蔗糖 浓度 梯度 分 析 RNA 的 沉降 图 谱 。 用 缓冲 液 也 
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wi fo Ee 容 液 .在 3°C 50000g 离心 15 小 时 ( 甩 平 - 转 头 SW25.2 


离心 机 <Spinco>, 20000 转 / 分 )。 将 梯度 中 含有 TRNA 和 mRNA 
的 组 分 用 10% TCA 沉淀 后 用 来 测定 RNA 的 比 放射 性 。 为 了 定 
量 沉淀 , 在 添加 TCA 之 前 向 试 样 滴 入 3 滴 1 儿 酵母 RNA 溶 液 。 将 
沉淀 物 放 到 微 孔 滤 了 模 上 ， 并 测 其 放射 性 。 所 得 结果 以 细胞 的 每 训 
ga RNA Ail DNA 每 分 钟 的 脉冲 数 表 示 。 

上 面 所 引用 的 方法 , 显然 不 能 包括 全 部 所 能 采用 的 各 种 方法 。 
但 是 这 些 方法 用 来 显示 正常 细胞 和 肿瘤 细胞 蛋白 质 合 成 系统 对 烷 
基 化 抗 肿瘤 化 合 物 ( 亚 硝 基 脲 ) 的 损害 作用 的 不 同 敏感 性 已 足够 了 
(O. 1. AOakymMosa HE 上 p,，1973)。 


分 离 单 种 多 聚 核糖 体 的 免疫 化 学 方法 
EK. B. Cugoposa, M. 工 . Tpyxaoxmro6oBa 


为 了 解决 以 下 这 些 问题 , 如 MRNA 结构 的 研究 ， 单 一 基因 的 
合成 , 某 种 特定 的 蛋白 质 合 成 的 控制 , 翻译 的 机 理 和 速度 的 阐明 等 


等 ， 都 必须 有 单一 多 聚 核糖 体 。 为 了 研究 单一 多 聚 核糖 体 最 适合 


的 方法 是 用 抗体 与 在 多 聚 核糖 体 上 伸 长 着 的 蛋白 质 肽 链 的 相互 作 
用 的 专 一 方法 。 这 个 方法 的 部 分 改良 法 一 一 在 载体 ( 共 沉 淀 ) 存 在 
下 用 抗 血 清 或 用 抗 合 成 该 蛋白 质 的 多 核糖 体 的 纯 抗 体 来 沉淀 多 核 
witk Palmiter et al., 1972), 但 是 要 得 到 天 然 的 多 聚 核糖 体 ( 和 
mRNA) 会 遇 到 一 系列 的 困难 (Halme et al.，1971)。 应 用 三 明 

治 型 专 一 免疫 吸附 剂 分 离 单 一 多 聚 核糖 KR OCT. HH. Apusanx, A. 
E. 工 ypBH9，19647 可 以 避免 某 些 困难 。 这 种 免疫 吸附 剂 含有 抗原 - 
抗体 的 共 价 结合 的 复合 物 ， 在 多 聚 核糖 体 上 合成 的 相应 的 蛋白 质 
起 着 抗原 的 作用 。 下 面 将 叙述 用 专 一 的 三 明治 -吸附 剂 提 取 多 到 
核 糖 体 的 方法 。 以 合成 清 蛋 白 和 免疫 球 蛋白 的 核糖 体 为 例 。 


- 275 


——_———————— 


til) D FRA Heh 


在 试验 中 利用 能 制造 免疫 球 蛋 白 (Y'X- 型 ) 的 带 有 转移 性 浆 细 
胞 癌 MOPC-21A Wy /) RAKE RR 

从 浆 细 胞 癌 和 肝脏 细胞 中 按 Blobel Se My oe BATHE He He & HE 
{HE AK (Blobel, Sabatini, 1971), AIA mia RAK: 1) tr 
id TRNA; 2) 标 记 MRNA; 3) Hid KRaHA IE, TBP 
况 下 是 给 动物 腹腔 注射 100 微 居 里 MC-FLIRRAKARE, Re 
10 微 居 里 “C-pree ne By) RUS Ait 20~24 小 时 提取 核糖 AR, 在 
第 二 种 情况 下 , 腹腔 注射 标记 物 后 经 过 条 小 时 提取 多 又 核糖 体 ; 提 
取 多 聚 核糖 体 前 1 小 时 给 动物 腹腔 注射 放 线 菌 素 D， 其 剂量 为 每 
200 SEAR E 50 微克 。 在 第 三 种 情况 下 , 向 腹腔 或 者 肿瘤 内 注射 10 
微 居 里 …L- 小 球 菠 水 解 物 或 者 ”“L- 亮 氮 酸 后 ， 经 过 五 分 钟 提取 核 
糖 体 。 


抗原 和 抗体 


从 带 有 浆 细 胞 癌 的 小 鼠 血 清 中 按 Patter 等 人 的 方法 提取 小 
fa, 6a, J BRE GQ (Patter et al.，1969)， 按 Corner FHEMKARM 
is Pe RL EA (Corner, 1962), 

从 兔子 制备 抗 小 鼠 免疫 球 蛋白 和 抗 血 清 清 蛋白 的 抗 血清 8 用 
300~500 微克 小 鼠 免 疫 球 蛋 白 或 者 血清 清 蛋 白 〈 在 福 氏 完全 佐 剂 
中 ) 在 后 膝下 淋巴 结 给 动物 免疫 , 经 过 一 月 再 免疫 一 次 二 此 后 把 工 
毫克 和 蛋白质 经 三 处 注射 : 静脉 (0.2 毫克 )， 后 淋巴 结 中 的 一 个 淋巴 
结 和 前 肩 甩 骨 对 面 的 部 位 〈 各 0.4 SH), BARBRA T~14 天 ， 
从 耳 静 肪 采血 。 一 只 兔子 一 次 采血 量 不 应 超过 40 毫升 ; 在 上 述 时 
A 2~3 天 采血 一 次 。 每 隔 3~5 月 能 够 再 重复 免疫 ， 但 事先 
应 证 实在 动物 血清 中 不 存在 抗 注 射 进去 抗原 的 抗体 。 
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在 抗 血 清 中 抗 小 鼠 免疫 球 蛋白 和 血清 清 蛋白 的 抗体 的 含量 是 
根据 Typauy 等 人 的 方法 测定 的 (A. E. Typsuy HE ap.，1962)。 重 
复 免疫 后 T~14 天 内 它们 的 平均 含量 是 1.0~1.5 毫克 / 训 升 。 

从 所 得 的 抗 血 清 通过 0.4 饱 和 度 的 (CNH)?*SO, 盐 析 及 
DEAE- 纤 维 素 〈 配 制 在 17.5 mM 磷酸 钠 缓冲 液 中 PH6.5) 分 级 
分 离 ， 分 离 兔子 y- 球 蛋白 组 分 ， 在 免疫 电泳 上 检验 制剂 的 纯度 
(B. C. IaerkoB，1968)。 测 定制 剂 中 抗体 的 含量 , 通常 抗体 占 锡 
?=- 球 蛋白 制剂 的 10%, 在 实验 中 只 能 利用 免疫 电泳 纯 的 兔 y- 球 
蛋白 制剂 。 


免疫 吸附 剂 的 制备 和 三 明治 -吸附 剂 


将 小 鼠 免 疫 球 蛋 白 和 大 白 筷 血 清白 蛋白 连接 到 重 氮 化 氨基 纤 
维 素 的 悬浮 液 中 ;制备 好 的 免疫 吸附 剂 ( 小 鼠 免 疫 球 蛋 白 - 吸 附 剂 
和 天 上 鼠 血清 清和 蛋白 -吸附 剂 ) 悬 浮 在 0.85% NaCl 洲 液 中 ， 其 量 是 
按 10~15 毫克 /毫升 计算 (根据 干 重 ) 和 在 4C 保存 ， 如 需 长 时 期 
保存 建议 向 免疫 吸附 剂 添加 保存 剂 - 硫 醇 盐 或 者 释 氮 钠 。 抗 体 的 
免疫 吸附 剂 容量 按 Types 的 方法 进行 测定 (A. E. TypBFH9 u xp.， 
1962)。 一 般 对 小 鼠 免 疫 球 蛋 白 - 吸 附 剂 和 大 鼠 血 清 清 蛋白 -吸附 
剂 , 其 容量 都 是 300 微克 抗体 /毫克 免疫 吸附 剂 。 

小 鼠 免 疫 球 蛋 白 - 三 明治 和 大 鼠 血 清 清 蛋 白 - 三 明治 制备 如 
下 : 用 相应 的 抗体 饱和 小 鼠 免 疫 球 蛋 白 - 吸 附 剂 和 大 鼠 血 清 清 蛋 
白 - 吸 附 剂 ; 为 此 在 室温 中 将 免疫 吸附 剂 与 含有 足够 量 抗体 的 兔子 
7Y- 球 蛋白 溶液 相 混 和 ， 用 0.85% NaCl 溶液 离心 洗涤 4~5 Xk, 
用 标准 缓冲 液 (0.1 M 磷酸 缓冲 液 ，pPH7.4， 含 有 0.15M KCl 
和 0.015M MgCl) 洗 涤 2~3 次 。 以 通过 琼脂 双 扩 散 法 来 控制 亿 
和 的 完全 程度 或 者 用 环形 沉淀 反应 来 测定 在 上 清 液 中 抗体 的 存在 
(A. HTycee，1968)。 制 备 好 的 三 明治 -吸附 剂 悬 浮 在 标准 缓冲 液 
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中 , 标准 缓冲 液 的 量 是 按 5 毫克 /毫升 计算 .三 明治 -吸附 剂 建议 用 
小 批量 制备 , 其 量 可 用 于 1~2 次 实验 , 保存 不 应 超过 二 星期 ; 因为 
在 保存 时 它 的 容量 会 降低 。 


单一 多 聚 核糖 体 的 分 高 


将 多 聚 核糖 体 悬 浮 在 标准 缓冲 液 中 , 在 临 使 用 前 冷冻 离心 4 
60008 20 分 钟 使 其 澄清 。 多 聚 核糖 体 浓度 的 测定 可 用 分 光 光 度 计 
%, RAE 260nm=130: AA 5% AA TCA 溶液 在 载体 存在 
下 沉淀 多 聚 核糖 体 来 测定 制剂 的 比 活力 。 实 验 中 所 用 材料 应 是 当 
天 提取 的 ， 或 者 是 前 一 天 提取 的 ， 多 聚 核糖 体 如 作 短 时 期 的 保存 ， 
必须 很 快 地 在 液 所 中 冻结 。 再 在 一 20C 下 保存 。 

把 小 鼠 免 疫 球 蛋白 -三 明治 和 血清 清 蛋 白 -三 明治 放 到 玻璃 离 
心 管 中 , 向 其 添加 标记 的 奖 细 胞 癌 或 者 肝脏 的 多 聚 核糖 体 ( 总 体积 
2 毫升 )， 它 们 之 间 的 比例 是 根据 测定 吸附 剂 容量 后 选择 出 来 的 ， 
在 0C 保 温 30 分 钟 ( 不 停 地 搅拌 试 样 ), 保温 结束 后 在 2~30008 离 
心 3 分 钟 把 三 明治 -吸附 剂 与 上 清 液 分 开 ， 用 标准 缓冲 液 洗涤 ,， 定 
量 的 转移 到 微 孔 滤 纸 上 ， 以 测定 已 吸附 的 放射 性 。 烘 王后 样品 的 
放射 性 在 闪烁 计数 器 上 测定 。 


测定 在 多 聚 核糖 体 中 三 明治 -吸附 剂 的 容量 


为 了 测定 三 明治 -吸附 剂 的 容量 ， 向 相同 份量 C1 ~2 毫克 ) 的 
吸附 剂 添加 不 同 量 的 多 聚 核糖 体 ( 它 的 IRNA 或 者 伸 长 着 的 肽 是 
标记 的 )， 按 上 述 的 方法 处 理 试 样 ， 制 作 被 结合 的 放射 性 与 所 取 多 
聚 核 糖 体 量 之 间 的 关系 曲线 。 三 明治 -吸附 剂 的 容量 是 用 能 够 连 
接 到 1 毫克 免疫 吸附 剂 上 最 大 量 的 多 聚 核糖 体 来 表示 ; 小 鼠 免疫 
球 和 蛋白- 三 明治 和 大 鼠 血 清 清 蛋 白 - 三 明治 的 容量 是 这 200 一 800 
微克 多 聚 核糖 体 /1 毫克 免疫 吸附 剂 。 
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Jr Aa 6 FB) 1 AY AB ML, 试验 前 在 200°C HE FAG 1 IY 


测定 细胞 多 聚 核糖 体 总 量 内 单一 多 聚 核 糖 体 的 数量 


为 此 ， 向 不 同 量 的 免疫 吸附 剂 (1~5 毫克 /每 个 试 样 ) 添加 
恒定 量 的 在 伸 长 着 的 肽 上 作 了 标记 的 细胞 多 聚 核糖 体 〈 对 于 该 吸 
附 剂 每 一 试 样 不 大 于 500 微克 )， 然 后 测定 在 三 明治 -吸附 剂 上 结 
合 的 放射 性 占 加 入 到 试 样 去 的 放射 性 的 百分比 ， 并 计算 出 合成 该 
蛋白 质 的 多 聚 核糖 体 的 数量 。 试 样 内 三 明治 -吸附 剂 大 量 过 剩 时 ， 
若 多 聚 核糖 体 的 吸附 率 是 恒定 的 , 表明 结合 作用 具有 专 一 性 。 


吸附 作用 的 专 一 性 
为 了 证 实 结合 的 专 一 性 , 把 在 专 一 的 三 明治 -吸附 剂 上 多 聚 核 


糖 体 的 吸附 作用 与 它们 在 免疫 吸附 剂 上 的 吸附 作用 相 比 较 ， 在 这 


免疫 吸附 剂 的 成 分 中 没有 抗 在 这 些 多 聚 核糖 体 上 合成 的 多 肽 链 的 
抗体 。 浆 细胞 癌 的 或 者 肝脏 的 多 聚 核糖 体 ， 它 们 的 rRNA 或 者 伸 
长 着 的 肽 (100 一 500 微克 ) 是 标记 的 ， 把 此 多 聚 核糖 体 加 到 1 毫克 
小 鼠 免 疫 球 蛋 白 - 三 明治 和 大 鼠 血 清 清 蛋白 -三 明治 与 小 鼠 免 疫 球 
蛋 自 吸 附 剂 和 大 鼠 血 清 清 蛋白 吸附 剂 上 去 ， 测 定 全 部 免疫 吸附 齐 
上 放射 活性 的 增长 和 计算 该 多 聚 核糖 体 专 一 和 非 专 一 吸附 剂 的 吸 
附 作用 的 百分比 。 如 果 它 在 * 异 源 ? 免 疫 吸附 剂 上 提高 吸附 作用 不 
少 于 -10 倍 , 则 此 吸附 作用 被 认为 是 专 一 的 。 

吸附 作用 专 一 性 的 直接 证 据 是 ;可 溶性 抗原 引起 的 多 聚 核糖 
体 结合 到 三 明治 -吸附 剂 上 的 过 程 存在 着 竞争 性 抑制 。 添 加 100 
微克 的 蛋白 质 〈 在 同 源 多 聚 核糖 体 上 合成 的 或 者 在 异 源 多 聚 核糖 
体 上 合成 的 ) 到 含有 1 毫克 三 明治 -吸附 剂 和 100~500 微克 多 聚 
核糖 体 的 试 样 中 去 。 添 加 同 源 蛋白 质 使 多 聚 核糖 体 吸 附 作 用 降低 
50~60%， 加 相同 浓度 的 < 异 源 > 蛋白 质 不 影响 到 专 一 的 吸附 作用 
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(#8 27), 
表 27 ARNAKRSAAN SRAM ARAB EHiA- 
吸附 剂 上 的 抑制 作用 (添加 100 微克 ) 


| FERPA ee 
grec) RNS 结合 的 放射 性 | 吸附 作用 的 
ag WARE | sera ot 
来 源 微克 脉冲 /分 脉冲 /分 /BR 抑制 多 
小 鼠 浆 细胞 癌 550 5742 一 130 一 
MOPC -21A 
550 5742 小 鼠 免疫 球 蛋 自 51 63 
550 5742 大 鼠 血 清 清 蛋白 196 0 - 
A BBUF BEE 100 14272 一 422 = 
100 14272 BRIERE 395 7 


100 14272 大 鼠 血 清 清 蛋白 195 _ 55 


(8 SK He AOR MF = BAe - OR A Hl EB SRA 
糖 体 物质 的 性 质 


为 了 弄 清楚 被 观察 到 的 多 聚 核糖 体 的 吸附 作用 是 否 由 于 多 
聚 核 粒 体 上 的 伸 长 着 的 肽 链 所 决定 的 问题 ， 把 在 伸 长 着 的 肽 上 标 
记 的 多 聚 核糖 体 添 加 到 三 明治 -吸附 剂 之 前 ， 先 用 吓 吟 霉 素 处 理 
(Blobel, Sabatini, 1971), EY+ BZBA VERE KA EH Po 
伸 长 肽 链 的 能 力 。 

这 样 处 理 能 使 浆 细 胞 癌 的 和 肝脏 的 多 聚 核糖 体 在 小 鼠 免 疫 球 
蛋白 -三 明治 和 大 鼠 血 清 清 蛋 白 - 三 明治 的 吸附 作用 降低 50 一 
60%, 


mRNA 和 伸 长 着 的 肽 的 提取 和 分 析 


为 了 提取 MC-MRNA, a] 10~15 SESE) RR EERE 
ak AK RU EA - = BA TAMSIN 5 ~10 2S SEAR A YB 
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肝脏 的 多 聚 核糖 体 , I BK mRNA 是 被 标记 的 ( 见 275 页 )。 
单一 多 聚 核糖 体 的 提取 是 在 免疫 吸附 剂 过 番 的 情况 下 进行 的 。 试 
样 的 处 理 如 上 面 所 述 , 洗涤 除去 没有 被 结合 的 多 聚 核糖 体 (每 次 用 
5~6 毫升 的 标准 缓冲 液 洗 涤 5~-6 次 )。 向 洗涤 过 的 沉淀 添加 0.8 
毫升 0.02M EDTA 溶液 ， 在 0C 搅 拌 均匀 ， 混 合 物 放 置 5 分 钟 ， 
”然后 试 样 放 到 37"C 的 水 浴 中 ;添加 0.2 BF 20 多 十 二 烷 基 硫酸 
钠 ， 很 好 的 搅拌 和 在 37°C 再 保温 1~ 2 分钟， 此 后 试 样 在 室温 下 
3 一 40008g 离心 5 分钟， 上 清 液 转移 到 离心 管内 ， 再 重复 处 理 沉 尝 
二 次 , 所 有 抽 提 物 合并 和 测定 它们 的 总 放射 性 后 , 在 蔗糖 密度 梯度 
中 分 析 MRNA, 同时 分 析 原 来 的 MRNA 样品 。 

用 巧 一 30 多 的 蔗糖 溶液 建立 线形 的 密度 梯度 ， 把 蔗糖 配制 于 
0.1M NaCl，0.5% 十 二 烷 基 硫酸 钠 和 5mM EDTA 的 0.01M 


10? 


31 ”从 大 鼠 肝 脏 白 蛋白 的 多 聚 核糖 体 〈 白 色 小 圆圈 ) 和 总 的 多 聚 
核糖 体 ( 黑 色 小 圆圈 ) 所 得 的 mRNA 沉降 图 谱 

_ 纵 座 标 一 一 放射 性 (脉冲 数 /分 ) x 102 ( 白 蛋 白 的 多 聚 核 糖 体 )。 (脉冲 

数 /分 ) X 103( 总 的 多 聚 核糖 体 ); 横 座 标 一 一 和 苦 糖 密度 梯度 的 组 分 编号 
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Tris-HCl 缓冲 液 中 。 在 22°C 75500g BET RE BE BS RE BA OBE BY b> 17 
小 时 。 

为 了 提取 伸 长 着 的 肽 链 ， 对 肽 链 标 记 的 多 聚 核糖 体 作 相同 的 
处 理 , 在 所 得 的 提取 物 中 同样 测 其 总 放射 性 , 用 聚 乙 二 醇 浓缩 抽 提 
物 和 在 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 中 进行 电泳 (Palmiter et al., 1971), 

图 31 所 引 的 曲线 可 作为 实例 , 此 曲线 是 在 分 析 大 鼠 肝 脏 细胞 
中 所 提取 的 单一 和 总 的 mRNA 时 所 得 的 。 在 图 32 引用 的 是 相 
应 的 伸 长 着 的 肽 的 电泳 分 析 所 得 的 结果 。 

最 后 应 该 指出 ， 利 用 三 明治 -吸附 剂 提取 单一 多 聚 核糖 体 和 
mRNA 的 方法 ,此 法 与 共 沉 淀 的 方法 相 比较 具有 一 系列 的 优越 性 ; 

1) 三 明治 -吸附 剂 不 含有 人 Nase《 不 同 于 抗 血 清 ) 和 不 引起 多 聚 核 _ 
糖 体 的 降解 ; 2) 利 用 免疫 吸附 剂 可 以 大 大 缩短 多 聚 核糖 体 分 级 分 
离 的 时 间 , 以 减低 mRNA 破坏 的 可 能 性 ; 3) 利 用 三 明治 -型 免疫 吸 
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图 32 ”从 大 鼠 肝脏 白 蛋 白 的 多 聚 核糖 体 〈 白 的 小 圆圈 ) 和 总 的 多 聚 
核糖 体 ( 黑 的 小 圆圈 ) 所 得 的 伸 长 着 的 多 肽 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 


纵 座 标 一 一 放射 性 (脉冲 数 /分 ) x 10 〈 总 的 多 聚 核糖 体 )) 《脉冲 数 /分 ) 
x 102( 白 蛋白 的 多 聚 核糖 体 ); 横 座 标 一 一 从 聚 丙 烯 酰胺 抽 提 的 组 分 编号 
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附 剂 可 以 抽 提 任何 量 的 多 聚 核糖 体 ， 不 必 事 先 确定 抗体 和 没有 标 
记 的 载体 之 间 的 当量 比 ; 4) 利 用 三 明治 -吸附 剂 能 够 从 这 些 材 料 中 
抽 提 单 种 核糖 体 。 在 这 些 材料 中 ， 单 种 核糖 体 的 相对 含量 不 高 于 
百 分 之 几 。 


提取 游离 的 和 与 细胞 质 网 膜 结合 的 多 
聚 核糖 体 的 方法 
A. E. Bepmau 


在 高 等 生物 中 , 细胞 内 的 蛋白 质 是 在 多 聚 核糖 体 上 合成 的 , 这 
些 多 聚 核糖 体 同 其 他 细胞 内 的 结构 不 形成 任何 复合 物 〈 游 离 多 聚 
核糖 体 ), 而 分 泌 到 细胞 外 的 蛋白 质 是 在 与 细胞 质 网 膜 相 结合 的 多 
聚 核糖 上 合成 的 (结合 的 多 聚 核糖 体 )。 详 细 的 研究 游离 多 聚 核糖 
体 和 结合 多 聚 核糖 体 功能 和 结构 的 特性 只 能 应 用 某 些 方法 ， 即 利 
用 这 些 方 法 能 够 得 到 以 各 个 组 分 形成 的 亚 基 结 构 时 才 有 可 能 。 下 
面 叙述 用 于 大 鼠 肝 脏 游 离 和 结合 多 聚 核糖 体制 剂 的 分 离 方法 
(Blobel，Potter，1967),， 这 个 方法 在 其 他 组 织 ( 脑 , 肌肉 , 鸡 胚 等 ) 
的 应 用 中 也 取得 成 功 。 

配制 溶液 要 应 用 重 蒸馏水 和 高 纯度 的 ， 即 光谱 纯 和 分 析 纯 的 
试剂 ; 不 太 纯 的 试剂 必须 进行 重 结晶 , 所 有 的 缓冲 溶液 在 实验 开始 
前 12 天 配制 , 全 部 配制 好 的 溶液 保存 在 2~4°C KAP 

1M Tris-HCl(pH7.6); 2.5M KCl yim; 0.5M 醋酸 溶液 或 
者 氯化镁 溶液 ; REE, nso SPA IRE al FT DR OP OK. 


oe wh yy A ——0.25M 薛 糖 ，0.1M KCl, 5mM gdh, 25mM 
_ Tris-HC1(pH7.6); 
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eH YK B—1.5M pegs, HL ap Xe oy lel BR A RB; 

缓冲 液 C ——2M 蔗糖 , 其 余 成 分 同 缓冲 液 A 一 样 ; 

缓冲 液 D 一 一 含有 缓冲 液 A 同 样 成 分 , 但 是 没有 莽 糖 。 

所 有 制备 工作 都 在 2~4"C 进 行 ( 其 中 包括 利用 冷冻 离 忆 机 ) 


分 离 游 离 和 结合 的 多 聚 核糖 体 


50~60 克 组 织 分 成 几 份 , 每 份 S~7 克 , 在 2.5 倍 体积 〈 克 /这 
升 ) 的 缓冲 液 A 中 用 带 有 聚 四 所 乙烯 研 桂 的 玻璃 匀 浆 器 进行 匀 浆 。 
用 电动 机 转动 研 杆 , 转速 是 1500 转 / 分 。 匀 浆 通过 二 层 纱布 过 滤 ， 
滤液 在 120008 离心 15 分 钟 , 经 过 离心 后 核 和 线粒体 沉淀 。 吸 出 除 
去 线粒体 后 的 上 清 液 , MERGE RRA ARAB, Sb 
面 一 样 条 件 离心 。 经 过 第 一 和 第 二 次 离心 的 上 清 液 合并 。 在 体积 
为 12 毫升 离心 管 中 角 转 头 工 50 离心 机 <SpincoyL-2 中 建立 芒 糖 
的 密度 梯度 。 为 此 向 每 个 离心 管 分 层 地 加 入 4 毫升 缓冲 液 C 和 8 
毫升 缓冲 液 b， 最 后 铺 上 一 层 体 积 为 5 毫升 的 除去 线粒体 后 的 上 
清 液 ， 已 建立 梯度 的 离心 管 在 42000 转 /分 离心 20 小 时 。 可 利用 
转速 能 达到 1000008 以 上 的 任何 一 个 转 头 , 但 缓冲 液 bD、C 和 除去 
线粒体 后 的 上 清 液 的 体积 比例 仍 应 按照 上 面 所 述 的 比例 。 

在 长 时 间 的 离心 时 游离 的 多 聚 核糖 体 的 密度 高 于 缓冲 液 C 的 
密度 而 沉 到 离心 管 底部 ， 而 与 膜 结合 的 多 聚 核糖 体 的 密度 低 于 这 
缓冲 液 的 密度 , WR R ON bi, BRAM RAR, AB 
聚 核糖 体 结 合 的 膜 〈 非 颗粒 的 网 或 光滑 的 内 质 网 ) 在 缓冲 液 b 中 。 
离心 以 后 , 用 具有 宽 头 末端 的 吸管 吸出 结合 的 多 聚 核糖 体 (为 使 吸 
起 来 方便 , 吸管 用 橡皮 管 与 针 简 连接 )， 然 后 吸出 和 弃 去 在 沉淀 上 
面 的 液 层 。 含 有 游离 多 聚 核糖 体 的 沉 证 用 缓冲 液 D 稍微 漂洗 一 
下 ， 用 小 的 匀 浆 器 将 此 沉淀 悬浮 在 3~4 毫升 缓冲 液 DIP, Wa 
BNA RAR AS IMS ARAM RD, BEAR PE A ATE 
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105000g 离心 工 小 时 。 含 有 结合 核糖 体 的 沉淀 悬浮 在 3~4 毫升 组 
冲 液 了 中 ,吸取 游离 和 结合 的 多 聚 核糖 体 悬 浮 液 每 种 各 0.1 一 0.2 
毫升 ， 用 来 测定 蛋白 质 或 者 RNA。 剩 余 的 部 分 可 用 来 作为 蛋白 
质 谷 成 无 细胞 系统 中 能 合成 蛋白 质 的 结构 的 来 源 〈 组 成 这 个 系统 
的 原则 和 它 的 组 分 的 计算 , 见 后 面 ，A. E. Bepman, 见 333 页 )。 

在 多 聚 核糖 体 从 与 它 结合 的 膜 释 放出 来 以 后 ， 往 往 需要 分 离 
结合 多 聚 核糖 体 。 用 去 拍 剂 使 多 聚 核糖 体 与 膜 分 开 ， 离 子 的 〈 脱 
氧 胆 酸 钠 )， 非 离子 的 (Triton X-100) 或 者 两 者 的 混合 物 。 除 去 
Bis RAK, 与 游离 核糖 体 相 似 , 在 离心 作用 下 经 过 2M 蔗糖 
溶液 层 而 沉淀 。 向 8 毫升 结合 多 聚 核糖 体 悬 浮 液 中 添加 0.8 毫升 
含有 13% EAN 10% Triton X-100 的 溶液 溶液 在 使 用 
前 配制 )。 经 过 15 分 钟 后 将 混合 液 铺 层 到 在 离心 管 中 的 3 毫升 组 
冲 液 C 上 , 用 转 头 工 50 在 1150008(42000 转 / 分 ) 离 心 4 小 时 。 将 
沉淀 用 缓冲 液 D 稍微 漂洗 一 下 , 悬浮 在 3~4 毫升 同一 缓冲 液 中 。 

从 50~60 克 组 织 可 以 提取 100~120 毫克 纯化 的 多 聚 核糖 体 
《游离 的 加 结合 的 )。 游 离 的 多 聚 核糖 体 和 同 细胞 质 网 膜 结合 的 多 
聚 核糖 体 产 量 的 比例 决定 于 所 用 的 材料 。 例 如 , 从 大 鼠 肝 脏 提取 所 
得 游离 的 多 聚 核糖 体 和 结合 的 多 聚 核糖 体 的 量 是 相等 的 〈Erken， 
1973)。 多 聚 核糖 体 悬 浮 液 在 一 20"C 能 够 保存 二 天 不 丧失 在 无 细 
胞 系统 中 合成 蛋白 质 的 活性 。 


从 80$ 核 糖 体制 备 有 生物 活性 的 核糖 体 亚 基 的 方法 
O. IO. A6akymosa 


为 了 解决 一 系列 的 任务 , 如 核糖 体 颗粒 的 拆 开 和 重建 , FTA 
单个 核糖 体 蛋白 的 结构 和 功能 ， 分 析 蛋 白质 合成 不 同 阶段 的 机 理 
等 等 ， 都 要 利用 功能 上 有 活性 的 核 狂 体 亚 基 。 在 哺乳 动物 细胞 质 
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内 , 40S 和 60S 两 个 核糖 体 亚 基 可 形成 80S 能 转译 的 核糖 体 , 进入 
到 多 聚 核糖 体 的 组 成 中 去 ， 也 能 形成 单个 的 非 转译 的 核糖 体 。 除 
此 之 外 ，403 和 60S 亚 基 也 可 以 以 所 谓 天 然 核 糖 体 亚 基 的 形式 彼 
此 单独 地 存在 。 通 常 这 二 种 颗粒 以 相等 数目 存在 于 细胞 内 。 它 们 
在 多 聚 核糖 体 和 单个 核糖 储存 库 之 间 以 一 定 比例 分 布 而 存在 ; :但 
是 大 部 分 是 天 然 的 核糖 体 亚 基 。 

在 80S 的 可 转译 核糖 体 中 两 个 亚 基 之 间 的 结合 是 很 牢固 的 。 
为 了 使 它们 解 聚 ， 必 须 破 坏 核糖 体 同 MRNA 和 肽 酰 -tRNA 结合 
的 键 。 使 803 可 转译 的 核糖 体 解 聚 的 方法 之 一 是 从 介质 中 完全 除 
去 Mg2+, 但 是 为 了 使 绝 大 部 分 80S 可 转译 的 核糖 体 解 聚 ,必须 有 高 
REN K* RAI EDTA 那样 强 的 鳌 合 剂 的 作用 。 但 是 在 这 些 条 
件 下 的 解 聚 作 用 伴随 着 核糖 体 亚 基 不 可 逆 的 结构 的 改变 ， 或 者 核 
糖 体 蛋白 结构 的 改变 。 这 样 的 亚 基 通常 丧失 了 在 无 细胞 系统 中 合 
成 蛋白 质 的 能 力 , 并 且 它 们 不 能 再 缔 合 成 符合 要 求 的 核糖 体 s 

单个 的 不 能 转译 的 核糖 体 稳定 性 较 低 , 在 低 的 Mg 浓度 下 或 
者 在 相当 高 的 玉 ” 浓度 下 容易 解 聚 ( 酉 . atic u mp.，1970; Martin, 
1973)。 此 时 所 形成 的 衍生 物 408 和 60S 亚 基 具有 在 无 细胞 系统 
内 合成 多 肽 的 能 力 〈 世 .atfic u Iap.，1970)。 在 一 般 条 件 下 在 正 
常 的 活 细 胞 内 ， 例 如 肝脏 细胞 内 ， 单 个 核糖 体 的 含量 是 不 高 的 人 约 
72.10%), 因此 ， 为 了 制备 具有 生物 活性 的 足够 量 的 亚 基 必 须 使 
具有 转译 作用 的 核糖 体 转变 为 无 转译 作用 的 核糖 体 。 

把 具有 转译 作用 的 核糖 体 转变 成 无 转译 作用 的 核糖 体 后 ， 再 
使 它们 解 聚 成 具有 生物 活性 的 亚 基 。 此 步骤 可 用 溶 于 高 离子 强度 
溶液 中 的 叶 叭 霉 素来 处 理 多 聚 核糖 体制 剂 来 实现 。 在 肽 链 形成 时 
WR > Fe AAI AEH AR HY JK Dd TG AK I ER, 后 者 不 能 在 核糖 体 
上 待 住 ， 于 是 使 它 从 核糖 体 上 释放 到 介质 中 ， 从 而 使 转译 作用 停 
止 。 所 形成 的 无 转译 作用 的 核糖 体 在 高 离子 强度 的 溶液 中 发 生 解 
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% (Villa-Trevino et al., 1964)。 但 是 在 这 里 由 于 采用 高 浓度 的 
KCl (8) 0.88M@) 能 引起 小 亚 基 和 蛋白质 的 丢失 和 改变 它 的 功能 
特性 (Wettenhall et al.，1973)。 这 个 方法 被 用 来 积累 无 转译 作 
用 的 核糖 体 , 但 是 此 法 要 求 大量 昂 贵 的 嗓 叭 霉 素 。 
在 蛋白 质 合成 无 细胞 系统 内 将 已 纯化 的 多 聚 核糖 体 保 温 时 同 
oO 样 能 得 到 无 转译 作用 的 核糖 体 。 在 这 些 条 件 下 所 有 工作 着 的 核糖 
体 完 成 了 已 开始 合成 的 多 肽 链 的 合成 ， 在 转译 作用 结束 后 就 从 多 
肽 链 中 释放 出 来 , 以 单个 核糖 体形 式 积 累 在 细胞 质 内 , 此 单个 核糖 
体 是 不 含 MRNA 的 (Falvey、Staehelin, 1970)。 用 高 离子 强度 的 
溶液 例如 0.5M KCl 溶液 处 理 这 些 单个 核糖 体 可 把 它 容 易 地 解 聚 
为 亚 基 。 这 个 方法 需要 消耗 大 量 的 昂贵 试剂 〈 无 细胞 系统 的 全 部 
组 分 2, 因此 不 太 适 用 于 大 量 制 备 的 目的 。 
上 面 所 令 述 的 无 转译 作用 的 核糖 体 的 积累 方法 是 属于 所 谓 
in vitro 的 方法 。 当 从 细胞 中 提取 出 纯 的 多 聚 核糖 体制 剂 进行 研 
究 时 , 如 果 应 用 能 抑制 转译 起 始 作 用 的 物质 , 例如 氟 化 钠 或 者 乙 硫 
所 酸 (结构 上 类 似 甲 硫 氨 酸 ), 可 以 显著 的 增加 单个 核糖 体 的 量 。 
当 乙 硫 氨 酸 作 用 到 肝脏 细胞 时 发 生 了 多 聚 核糖 体 和 单个 核糖 
体 储 存 库 之 间 核 糖 体 颗粒 的 再 分 配 ， 绝 大 部 分 的 核糖 体 ( 一 70 匈 ) 
是 以 单个 核糖 体 的 形式 存在 , EAR MRNA 和 肽 酰 一 tRNA 结合 
《以 后 我 们 将 称 它们 为 《 乙 硫 氨 酸 核糖 体 ?)。 单 个 核糖 体 的 积累 是 
由 于 乙 硫 氨 酸 的 作用 , 它 显 著 的 抑制 了 核糖 体 结合 到 mRNA 的 起 
始 因子 结合 部 位 的 过 程 。 除 去 抑制 剂 后 , 乙 硫 氮 酸 核糖 体 又 迅速 地 
参加 到 转译 作用 中 去 , 在 细胞 内 恢复 了 蛋白 质 的 正常 合成 , 这 说 明 
FARRER AW RE, BEM CHAR RRA TEN WIE PR 
留 着 重新 缔 合 为 原来 的 核糖 体 的 能 力 ， 保 留 着 在 无 细胞 系统 的 条 
件 下 合成 多 聚 葵 丙 氨 酸 的 能 力 (O。IHO。A6aKyMoBa H gp., 1973) 
和 保留 结构 的 完整 性 (HA.KHcereB x ap., 1973), 
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FARA Za OR hl A A EY IK, PTT 
AY FE DA AS Te] 25 0 J HE AH 4 BE RO A TE ERY 405 和 60 
S We, 


核糖 体 物质 的 制备 
溶 ik 
YAM1. 0.25M 蔗糖 ,0.005MM MgCl,,0.05M KCl, 0.025 4 
Tris-HCl 缓冲 液 CPH7.6)。 
YR. 0.001M MgCl,,0.01M 磷酸 缓冲 液 C(PDH7.6)。 
溶液 亚 : 0.005M MgCl 0.01M 磷酸 缓冲 液 CPHT7.6)。 


乙 硫 氨 酸 溶液 : 200 毫克 乙 硫 氨 酸 溶 于 6 毫升 0.85% NaCl — 


溶液 内 。 
溶液 工 一 亚 应 用 无 离子 水 配制 ,在 室温 下 将 PH 调 到 7.6。 


乙 硫 氨 酸 核糖 体 的 提取 


从 大 鼠 肝 脏 中 制备 乙 硫 氮 酸 核糖 体制 剂 时 ， 最 好 利用 肉 性 的 
动物 ; 因为 它 比 起 雄性 动物 来 , 在 注射 乙 硫 氨 酸 后 很 明显 的 降低 了 
在 肝脏 内 和 蛋白质 的 合成 (3chlunk et al., 1968)。 乙 硫 氢 酸 溶液 的 用 
量 按 动 物 的 每 死 体重 用 1 Se Se, 在 使 用 前 配制 .由 于 在 室温 下 
乙 硫 氨 酸 不 易 深 解 , 因此 要 在 100C 中 溶解 , 把 此 溶液 冷却 到 60 
后 注射 到 动物 腹腔 中 。 把 此 动物 放 过 夜 ， 只 给 它 饮水 。 注射 忆 硫 
AMG 16~17 小 时 , 断 头 杀 死 大 鼠 , 很 快 的 取出 肝脏 , 称 重 和 仔细 
的 用 冰 水 洗 桨 ， 然 后 用 冰 过 的 溶液 工 洗涤 ， 所 有 步骤 都 在 3 一 4.C 
冷库 内 进行 ， 乙 硫 氨 酸 核糖 体制 剂 的 制备 是 在 2~3°C 的 离心 机 
内 进行 的 。 利用 了 B. JI. Jleitun 和 M. H. Jlepman (1969) 的 
方法 制备 核糖 体 物 质 。 乙 硫 氨 酸 核糖 体 的 产量 是 每 珊 肝 脏 4 6 
ZF 
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所 得 己 硫 氢 酸 核糖 体制 剂 对 溶液 开 透 本 过夜， 在 透析 时 不 溶 
解 的 物质 在 3~4°C4~50008 离心 10 分 钟 分 离 ， 测 定 上 清 液 中 乙 
硫 氨 酸 核糖 体 的 浓度 和 所 得 制剂 的 纯度 。 为 了 定性 和 定量 鉴定 乙 
硫 氨 酸 核糖 体制 剂 的 组 成 ， 在 138800g (离心 机 Spinco-E> 用 
AN-D #3, 43700 转 / 分 ， 角 度 60 ) 在 蔗糖 的 线形 浓度 梯度 内 进 
行 沉 降 分 析 。 可 以 应 用 10~50 多 的 蔗糖 浓度 梯度 。 莽 糖 溶 液 在 溶液 
TL Heil. 10*C65000g(23000 转 /分 在 SW95.2 离心 机 kSpincoy 
12.50 MRR) Bb 8), HAR Markhem 的 方法 计算 沉降 
常数 (B. JI. Jletituu, M. Hi. JIepMaH，1969)。 


乙 硫 氨 酸 核糖 体 的 解 聚 条 件 


乙 硫 氨 酸 核糖 体 在 含有 0.5M 开 CI 的 溶液 亚 内 进行 保温 时 就 
解 聚 C37C 保 温 30 分钟)。 在 这 溶液 内 全"/Mg… 克 分 子 浓度 的 比 
是 100。 这 是 为 了 保持 乙 硫 氨 酸 核糖 体 解 聚 时 所 形成 的 403 和 60S 
亚 基 结构 的 完整 性 的 最 适 条 件 。 当 " /Mg 的 比例 是 500 时 ,就 可 
从 原来 颗粒 中 分 离 出 大 量 的 物质 (可 能 是 蛋白 质 ), 当 用 Schlieren- 
光学 系统 作 分 析 时 这 些 物 质 沉 降 并 形成 一 个 弯 月 形 区 带 内 
(O. }O. A6akymosa u op., 1973), 


分 离 和 提取 40S 和 60S 颗粒 的 条 件 


将 己 硫 氨 酸 核糖 体 的 解 聚 产物 铺 在 10~50% 蔗糖 线形 浓度 
梯度 上 。 蔗糖 溶液 是 配制 在 含有 0.5M KCl1 的 溶液 工 中 。 在 这 溶 
WA K*/Mg?* 的 克 分 子 浓 度 之 比 是 500， 这 个 比值 对 于 定量 的 分 
离 亚 基 是 最 好 的 .在 吊 篮 转 头 SW25.2 的 一 个 离心 管 中 【〈 体 积 为 
50 毫升 ) 可 分 离 40 毫克 乙 硫 所 酸 核 糖 体 的 原始 物质 。 在 10C 
50000g(20000 转 / 分 ) 离心 12~13 小 时 。 在 这 样 的 解 聚 和 离心 条 
件 下 60S 和 40S 颗粒 的 质量 之 比 是 2.7:1 这 与 理论 比值 一 样 。 
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在 蔗糖 密度 梯度 中 进行 分 级 分 离 后 所 得 颗粒 的 溶液 可 用 下 列 
几 个 方法 进行 浓缩 。 

1. 在 带 有 梯度 的 离心 管 中 从 含有 405 和 60S 颗粒 的 峰 位 的 
区 带 内 取出 组 分 ， 将 它们 合并 后 用 冰冷 却 ， 并 向 此 溶液 添加 3 售 
体积 的 冷 乙醇 和 浓 的 MgCl 溶液 使 溶液 中 MgCl 的 浓度 达到 8 
m M, 仔细 的 搅拌 后 在 冰箱 的 冰 格 上 放置 30 分钟 。4~50008 离 
心 分 离 出 亚 基 的 沉 省 物 , 悬浮 在 作 进 一 步 分 析 所 必需 的 浴 液 中 。 


2 从 梯度 组 分 沉淀 亚 基 是 应 用 角 转 头 Ti-50 (<Spinco» L 


2.50), 在 3C 150000g 离心 3 小 时 , 沉 演 物 悬 浮 在 溶液 亚 内 ， 在 
10000g 离心 分 离 出 不 溶性 物质 。 


3. 从 梯度 离心 管 所 得 的 亚 基 溶 液 加 到 Sephadex C- 了 5 的 柱 


上 (人 柱 的 直径 工 厘米 ，>ephadex 的 高 度 10 厘米 )， 先 用 溶液 亚 平 
i, FAYE MVE Mt, 收集 组 分 (每 管 1 BT), 主要 的 物质 是 在 洗 脱 
出 来 的 第 一 第 二 组 分 内 。 

如 果 乙 硫 氮 酸 核糖 体 和 它们 的 亚 基 不 立刻 使 用 时 ， 那 么 应 疝 
它 的 溶液 添加 芒 糖 到 最 终 浓度 为 5 多， 在 液 氨 中 冷冻 和 在 一 20C 
保存 。 


乙 硫 氨 酸 核糖 体 亚 基 再 缔 合 的 条 件 


从 含有 603 和 40S 颗粒 的 溶液 所 得 的 物质 ， 以 2.5:1 的 比例 
合并 , 对 溶液 开 透 析 过 夜 , 然后 向 它 添 加 MgCl, 溶液 至 最 终 深 度 为 
0.07M, 在 35000g 离心 40 分钟 ,沉淀 物 悬 浮 在 冰 水 中 ， 对 洲 液 开 
透析 2 小 时 。 在 上 述 条 件 下 乙 硫 氨 酸 核糖 体 亚 基 几 乎 完全 聚合 为 
原来 的 5S 核糖 体 。 为 了 测定 原来 的 和 再 缔 合 后 形成 的 乙 硫 氮 酸 
和 它们 亚 基 的 生物 活性 ， 可 用 蛋白 质 合成 的 无 细胞 系统 下 分 析 这 
些 颗 粒 合成 多 聚 葵 丙 氨 酸 的 能 力 (O. FO. AOakyMOBa u gp.,1973), 

在 Kt 和 Mg2 的 克 分 子 浓度 比 为 10 一 20 的 蔗糖 溶液 中 对 亚 
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基 作 沉降 分 析 , BE 3) WE SE ah 38) AY Se — HE. ZEB EB EF BE 
行 第 一 次 分 离 后 , 40S 亚 基 可 被 提纯 , 而 603 亚 基 则 含有 80524 4}, 
为 了 把 它们 制备 成 纯 的 形式 必须 作 进 一 步 的 纯化 处 理 ， 其 办 法 是 
48 60S 颗粒 的 物质 在 K*/Mg?* 比例 是 10 一 20 的 臣 糖 密度 梯度 溶 
液 中 离心 纯化 。40s 颗粒 的 得 率 约 占 取 来 分 析 的 总 核糖 体 物质 的 
30%, FRR SW 25.2 的 一 个 实验 中 能 得 到 25~30 2 oe 
40S 亚 基 。 


心肌 核糖 体 的 提取 与 研究 
M. Il. Hpuyu 


从 骨骼 肌 和 心肌 制备 核 精 体 通常 应 用 水 - 盐 介质 , 这 介质 原 是 
供 提 取 肝 脏 核糖 体 之 用 的 (上 arl, Korner, 1965; Breuer, Florini, 
1965; Zak et al.，1967)。 这 些 方法 的 特点 是 所 应 用 的 溶液 是 低 
离子 强度 的 。 通 过 这 种 方法 制备 的 肌肉 核糖 体 似 乎 没有 完全 除去 
杂 和 蛋白。 例如 骨骼 肌 的 核糖 体 在 ^260/235 吸收 的 比值 是 1.4; 
心肌 核糖 体 是 1.22， 这 比 纯化 的 核糖 体 的 相应 数值 要 低 。 这 些 方 
法 的 第 二 个 缺点 是 :在 低 离子 强度 的 缓冲 液 内 , 将 肌肉 组 织 匀 浆 化 
后 , 把 匀 浆 在 低速 离心 时 大 量 的 核糖 体 与 细胞 核 , 肌 原 纤维 和 线 粒 
体 一 起 沉淀 ， 而 保留 在 除去 线粒体 后 的 抽 提 液 中 的 核糖 体 只 占 细 
胞 RNA 总 量 的 10 一 15 色 ， 很 可 能 也 没有 反映 出 肌肉 核糖 体 结构 
的 多 样 性 。 

众所周知 , 心脏 内 大 量 的 核糖 体 是 同 肌 原 纤 维 相连 的 , 并 且 根 
据 电 子 显微镜 的 材料 核糖 体 是 分 布 在 肌 小 节 (sarcomere) 之 中 。 
就 是 在 这 些 核 糖 体 上 实现 肌 动 球 蛋 白 复 合体 的 蛋 日 质 的 合成 。 为 
了 使 肌 原 纤维 溶解 要 求 高 离子 强度 的 缓冲 液 。 在 这 些 条 件 下 肌 原 
纤维 和 与 肌 原 纤维 相连 接 的 核糖 体 不 再 同 核 和 线粒体 一 起 沉 深 ， 
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而 停留 在 除去 线粒体 后 的 抽 提 液 中 。 

高 离子 强度 的 缓冲 液 (70.3) 被 Heywood 等 用 来 从 鸡 胚 的 心 
脏 肌 纤维 和 骨骼 肌纤维 中 制备 核糖 体 (Heywood et al., 1968), 
把 这 个 方法 稍微 改良 一 下 ， 能 够 从 成 年 大 鼠 心 肌 中 提取 较 大 量 的 
核糖 体 , 并 且 所 得 的 核糖 体 一 半 是 多 聚 核糖 体 。 

下 面 叙述 制备 和 分 析 成 年 大 鼠 心 肌 核 精 体 的 方法 。 


[<n 


grub yy 1. 250m M KCl, 10mM MgCl,, 10mM Tris-HCl 
(pH7.6), 

缓冲 液 工 ，10m M MgCl,, 10m M Tris-HC1(pH7.6), 

20% Triton 入 -100 溶液, 使 用 前 配制 。 

10% Fil 40 儿 蔗糖 溶液 。 为 了 配制 50 SEF PR ae BE 6 BE A, 


HL 2 份 原始 溶液 (供给 混合 器 ) 一 23.4 毫升 40% 蔗糖 溶液 和 26.6 © 


毫升 10 多 芒 糖 溶液 。 

0.5M EDTA 溶液 (PH7.4)。 

所 有 上 述 溶 液 都 用 无 离子 水 配制 。 

5% Fil 10% TCA WK, 

“(L- 乳 清 酸 ; 深 于 热 水 中 , 添加 少量 的 NazCOs 3 pH7.4, 

RNA 溶液 (Reanal> 匈 牙 利 )， 配 制 成 二 毫克 /毫升 的 溶液 。 
用 Na,CO, 或 者 NaOH 溶液 中 和 。 

牛 胰 核 糖 核酸 酶 (Merky 西 德 )， 配 制 成 15 微克 /毫升 。 

测量 放射 性 的 闪烁 液 : 3.5 克 了 PEO 和 0.1 克 了 POPOP 溶解 在 
闪烁 液 用 甲苯 中 , 并 调 到 1 升 。 


核糖 体 物质 的 制备 
斯 头 杀 死 动物 ， 迅 速 取 出 心 胜 ， 用 冰 水 洗 去 血 污 ， 用 滤纸 吸 
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千 ， 用 前 刀 前 成 小 块 ， 用 4 RAR YS Seo TL BR Hi 4, 
再 添加 20% Triton X-100 使 最 终 浓 度 达 到 0.5 铬 。 组 织 先 在 
Waring 匀 浆 器 内 捣 碎 (30 秒 钟 ，8000 4/4), Ba ei AR 
UR ZEA Potter 玻璃 匀 浆 器 中 匀 浆 。 而 且 先 用 松 桂 匀 浆 
器 匀 浆 《5~-6 个 来 回 )， 然 后 用 较 紧 的 桂 的 匀 浆 器 匀 浆 《同样 来 
回 5 一 6 次 )， 匀 浆 器 放 于 带 有 冰 的 杯子 中 ， 全 部 过 程 都 在 4C 淮 
室内 进行 。 

心肌 匀 浆 迅速 地 通过 二 层 纱布 过 滤 , 在 12000g 离心 15 分 钟 ， 
以 除去 没有 被 破坏 的 细胞 ， 核 和 线粒体 。 除去 核 和 线粒体 的 心肌 
细胞 质 抽 提 液 用 4 倍 体积 缓冲 液 开 稀释 ， 在 冰 浴 中 放置 15 分 钟 ， 
被 稀释 的 除去 线粒体 后 的 抽 提 液 由 于 离子 强度 的 降低 ， 在 以 后 的 
By vat EP (12000~15000g, 15 分 钟 ) 核 糖 体 就 沉降 到 沉淀 中 ,小 
心地 把 沉淀 悬浮 在 少量 体积 的 缓冲 液 工 中 。 以 制备 规模 制备 核糖 
体 时 在 2~3°C LIBP-1 离心 机 中 进行 离心 。 

按 CnHEpEH 法 测定 心肌 匀 浆 液 中 、 除 去 线粒体 后 的 抽 提 液 中 
及 核糖 体制 剂 中 人 NA 的 含量 (A.C. CHHEPHH，1958)。 除去 线 粒 
体 后 的 心脏 抽 提 液 中 RNA 的 含量 约 占 匀 浆 中 总 的 RNA 含量 的 
857 狗 ， 每 工 克 湿 重组 织 核糖 体制 剂 约 含 0.5 毫克 RNA。 核 糖 体 
的 产量 比 在 低 离 子 强度 缓冲 液 内 心脏 组 织 匀 浆 化 时 所 得 的 核糖 体 
制剂 的 产量 约 高 和 售 。 


核糖 体 的 分 析 


使 用 高 浓度 钾 的 缓冲 液 所 制备 的 核糖 体制 剂 会 被 蛋白 质 可 
能 是 肌 球 蛋白 污染 。 它 们 在 A260/280 吸收 的 比值 是 1.45~1.5, 
在 蔗糖 浓度 梯度 中 对 除去 线粒体 后 的 抽 提 液 进行 沉降 分 析 时 发 现 
有 其 它 蛋 白质 存在 。 考 虑 到 这 种 情况 ， 为 了 研究 心脏 核糖 体 的 结 
构 , 最 好 是 采用 沉降 分 析 并 结合 使 用 玫 NA 标记 的 方法 。 
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给 大 鼠 注射 “C-SI, 其 量 是 每 一 个 大 鼠 100 微 居 里 ,接触 
时 间 是 48 小 时 。 经 过 这 有 段 时 间 后 在 核糖 体 了 NACRNA) 和 转移 
RNACERNA) 内 同位 素 被 富 集 。 在 沉降 分 析 时 tENA 局 限 在 蔗糖 梯 
度 的 上 层 组 分 中 , 因此 , 薛 糖 浓度 梯度 组 分 的 主要 部 分 是 核糖 体 。 

沉降 分 析 按 下 列 方式 进行 。 将 4 毫升 除去 线粒体 后 的 心肌 抽 
提 液 (配制 在 缓冲 液 工 内 ) 铺 层 到 芒 糖 线形 梯度 上 《〈 用 缓冲 液 工 配 
il, 10~40 儿 蔗糖 浓度 )， 在 4C 64000g(\23000 转 / 分 用 吊 篮 转 关 
SW325<Spincoy 离 心机 ) 离 心 二 小 时 。 

离心 结束 时 ， 在 离心 管 底部 穿孔 ， 每 组 分 收集 此 滴 。 为 了 测 
定单 个 核糖 体 组 分 中 的 放射 性 ， 向 每 一 试 样 添加 0.2 毫 克 酵 母 ， 

RNA 作为 载体 和 10% TCA 溶液 使 最 终 浓度 为 5 和 %。 将 沉淀 放 到 

微 孔 过 滤纸 (Aufs>) 上 , eH) 5% TCA 洗涤 , 再 用 乙醇 洗涤 ,于 

燥 。 用 闪烁 计数 器 测量 沉淀 的 放射 性 。 

心肌 核糖 体 的 沉降 齐 面 图 如 图 33 所 示 ( 曲 线 7)。 根 据 放 射 性 
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33 ”大 鼠 心 肌 核 糖 体 沉降 剖面 图 
1 一 一 对 有 照 ; 2 一 一 用 核糖 核酸 酶 处 理 过 的 除去 线粒体 后 的 抽 提 物 ; 
3—— Ff] EDTA 处 理 过 的 除去 线粒体 后 的 抽 提 物 
组 分 的 放射 性 脉冲 /分 ; 横 座 标 一 一 蔗糖 密度 梯度 组 分 
的 编号 , 从 离心 管 底部 开始 


纵 座 标 
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的 分 布 , 其 特征 是 在 单 体 (805) 和 二 聚 体 \105>) 区 域 中 具有 一 个 尖 
峰 。 

测定 心脏 核糖 体 总 的 制剂 内 多 缀 核糖 体 的 量 是 将 含有 转译 作 
。 ”用 的 核糖 体 和 无 转译 作用 的 核糖 体 ( 二 聚 体 ， 单 体 和 亚 基 ) 两 者 的 
梯度 组 分 中 的 放射 性 的 累加 值 来 计算 的 。 因 为 从 第 36 个 试 样 开始 
梯度 上 面 的 峰 有 红色 (这 是 由 于 存在 者 血红 蛋白 之 故 )， 所 以 亚 基 
的 定位 主要 是 按 单 体 峰 的 分 布 来 估计 的 。 


根据 心肌 核糖 体 沉 降 剖 面 图 证 明 多 聚 核糖 体 的 存在 


> 在 心肌 核糖 体 群 中 存在 多 聚 核糖 体 ， 这 可 用 核糖 核酸 酶 或 者 
EDTA 溶液 处 理 除 去 线粒体 后 的 心脏 提取 物 来 加 以 证 实 。 在 第 一 
种 情况 下 心肌 细胞 质 提 取 物 在 铺 层 于 茂 糖 梯度 上 之 前 先 与 牛 胰 核 
糖 核酸 酶 保温 15 分 钟 。 在 第 二 种 情况 下 向 除去 线粒体 后 的 心肌 
组 分 添加 0.5M EDIA 溶 液 使 最 终 浓 度 达 到 0.02M。 在 这 个 实 
验 中 蕊 糖 梯度 是 在 仅 含 有 0.250KCI 和 10m Tris-HCl (pH 
7.4) 的 缓冲 液 中 配制 的 。 

用 小 剂量 的 核糖 核酸 酶 温和 地 处 理 多 聚 核糖 体 ， 可 引起 
mRNA 的 分 解 和 使 多 聚 核糖 体 断 裂 成 单 体 。 添 加 EDTA 由 于 从 
溶液 和 颗粒 中 除去 Mg2+ 也 会 使 核糖 体 解 离 为 亚 基 。 核 糖 核酸 酶 
和 EDTA 的 这 些 效应 能 够 在 核糖 体 的 芒 糖 密度 梯度 沉降 剖面 图 上 
观察 到 ( 见 图 33)。 

因此 , 应 用 Heywood 和 其 同事 的 方法 ， 从 成 年 大 鼠 心 肌 中 能 
够 分 离 出 较 大 量 的 核糖 体 , 并 且 约 有 50% 是 多 聚 核糖 体 。 用 高 离 
子 强度 的 缓冲 液 所 抽 提 到 的 心肌 核糖 体 , 看 来 , 是 心脏 核糖 体 结构 
主要 的 甚至 是 全 部 的 类 群 。 
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动物 细胞 的 亚 细 胞 组 分 中 RNA 和 
DNA 的 定量 测定 
M. I. Tpyaoxr6oBa 


在 制备 动物 细胞 的 各 种 亚 细 胞 组 分 ( 核 , 线粒体 , 微粒 体 , 多 聚 
核糖 体 等 等 ) 时 必须 严格 的 检查 所 得 制剂 的 纯度 和 均一 性 。 主 要 
原因 之 一 是 细胞 质 的 组 分 会 被 核 物 质 DNA) 污 染 (不 适当 的 匀 浆 ， 
导致 核 的 破坏 )。 因 此 为 了 检验 细胞 质 组 分 的 纯度 必须 定量 测定 
它们 中 的 DNA。 为 了 很 好 的 鉴定 组 分 的 纯度 和 均一 性 ， 要 测定 
RNA/ 和 蛋白 质 和 RNAVDNA 的 比例 。 蛋 白质 的 含量 通常 是 用 
Lowry 的 方法 测定 ， 下 面 介 绍 最 常 采用 的 和 最 准确 的 测定 动物 细 
胞 亚 细 胞 组 分 中 RNA A DNA 的 方法 。 

测定 NA 的 方法 的 依据 是 按 Schmidt, Thannhauser 的 方 
法 进行 分 级 分 离 ， 然 后 用 分 光 光 度 法 测定 (Schmidt，Ihannhau= 
ser,，1945)。 分 级 分 离 包 括 按 次 除去 酸 溶性 组 分 和 脂 类 物质 , 用 碱 
及 酸 水 解 核 酸 与 蛋白 质 以 进行 分 离 和 测定 。 在 经 典 的 方法 中 这 个 
方法 是 非常 费力 的 。Fleck，Munro(C1962) 详细 地 分 析 了 这 个 方 
法 ， 得 出 结论 ， 碱 水 解 (LM KOH 溶液 ) 时 间 的 长 短 强烈 地 影响 
RNA 的 定量 测定 。 因 此 作者 建议 把 碱 水 解 的 时 间 缩 短 为 小 时 
和 减低 碱 的 浓度 到 0.3 Me。 除 此 之 外 , 他 们 也 证 明了 ,在 样品 中 脂 
类 物质 的 存在 不 影响 RNA 测定 的 准确 性 。 而 且 事先 抽 提 出 脂肪 
会 导致 在 研究 材料 中 RNA 的 大 量 损失 〈9, IHO. AOaxymosa 见 
320 页 )。 为 了 测定 动物 细胞 匀 浆 中 和 被 染色 的 亚 细 胞 组 分 中 RNA 
的 量 , 最 适合 的 是 利用 Blobel 和 Potter 1968 的 方法 ; 这 二 人 考虑 
了 Eleck 及 Munro 所 指出 的 应 注意 之 点 ， 并 且 目 己 作 了 一 系列 重 
要 的 改进 。 
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试剂 . 0.3M 0.5M 和 0.6M HCIO, 溶液 ,0.6M KOH 溶液 。 

测定 过 程 : 测定 是 在 严格 冷却 的 条 件 下 在 离心 管内 进行 的 。 
安排 4~5 组 平行 试 样 。 

向 0.1 毫升 试 样 添加 1.9 毫升 0.3W HClO, 溶液 。 为 了 彻底 


沉淀 酸 溶性 组 分 ， 将 离心 管 放 在 冰 浴 中 15 4), Ala 2000~ 


3000g 离心 10~15 分 钟 , 沉淀 用 0.2M HClO, 溶液 洗涤 二 次。 B 
心 后 , 离心 管 壁 小 心 用 纱布 或 者 滤纸 氛 干 ,为 的 是 避免 沉 活 组 分 被 
上 清 液 中 酸 溶性 物质 污染 。 

沉淀 先 用 玻璃 棒 研 碎 , 悬浮 在 0.5 毫升 水 中 , 然后 在 室温 下 添 
加 .0.5 毫升 0.6M KOH yi, HEI, WRU A 
悬浮 在 0.3M KOH 溶液 中 , 会 迅速 的 形成 凝 胶 状 的 沉淀 ， 此 沉淀 
甚至 在 37°C 水 解 1 小 时 后 也 不 溶解 。 经 过 37 C 1 小 时 保温 后 将 
离心 管 放 到 冰 浴 中 使 水 解 停 止 。 

”向 每 个 离心 管 添加 2 毫升 0.6M HClO, Ye, TUK LAE 
15 分 钟 。2 一 30008g 离心 10 分 钟 。 合 并 平行 试验 的 上 清 液 ， 在 波 
长 260nm 下 测量 RNA 的 含量 。 离 心 管 壁 小 心地 氛 于， Baa 
需 进 一 步 用 来 测定 DNA。 

为 了 把 260 nm 光 密 度 的 数值 折算 成 上 NA 的 毫克 数 , 可 应 用 
BS, 260 = 312, 

对 于 核糖 体 组 分 (通常 是 没有 颜色 的 ) 中 RNA 的 测定 可 以 利 
用 简易 的 方法 CA. C。CIHHPHHE，1958)。 把 0.1 毫升 核糖 体 组 分 
《3 一 4 组 平行 试验 ) 加 到 :3 SF 0.5M HCl, 溶液 中 ， 放 到 带 有 
玻璃 球 帽 的 玻璃 管 中 , 在 沸水 浴 上 水 解 20 分 钟 。 冷 却 和 离心 后 在 
分 光 光 度 计 波 长 2170 nm(Dzrzo) 和 290 nm(CDzeo) 以 对 照管 作 空 白 
测定 上 清 液 的 光 密 度 ， 对 照管 中 含有 O.5M HCIO, & 0.1 毫升 的 
水 以 代替 0.1 毫升 核糖 体 组 分 。 可 应 用 CpHmHH 公式 计算 ( 见 A. 
C. Cnupuu, 1958). 
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— D. 


在 1 毫升 上 清 液 中 RNA 的 微克 数 = = Oe x 10.5, 


可 用 这 个 方法 来 测定 沉淀 内 DNA 的 含量 〈 此 沉淀 是 在 测定 
RNA 时 碱 不 深部 分 ， 见 297 页 )。 把 带 有 沉 深 的 试管 弄 干 ;注入 
0.5M HClO, 溶液 每 管 3 一 5 毫升 〈 试 样 的 体积 需 准 确 )。 在 沸水 
浴 中 在 带 有 玻璃 球 帽 (以 避免 体积 的 变化 ) 的 试管 内 水 解 20 分 钟 。 
用 以 下 的 公式 进行 计算 。 


eee x 10 1 


1 毫升 上 清 液 中 DNA 的 微克 数 = 


按 上 面 的 方法 进行 的 所 有 测定 所 得 出 的 结果 与 文献 资料 完全 
Bhs 


从 哺乳 动物 细胞 中 提取 和 纯化 含有 、 
多 聚 (A) 的 mRNA 的 方法 
E. B. JIro6umosa, O. B. IIoxro6ex 


由 于 在 mRNA 中 存在 有 多 聚 (A) 的 序列 ， 它 与 3- 未 端 共 价 
ER, 这 就 有 可 能 制订 提取 含有 多 聚 (A) 的 MRNA 的 方法 。 此 法 
是 基于 mRNA 的 多 聚 A) 片 段 在 高 离子 强度 的 溶液 中 能 与 固定 
在 纤维 素 上 ，'Sepharose 上 或 者 玻璃 纤维 过 滤器 上 的 多 聚 \U)- 或 
者 多 聚 (dI)- 聚 合体 形成 复合 物 。 

REA CA) 的 mRNA， 可 用 下 列 物质 作为 起 始 材料 : 
a) 多 聚 核糖 体 的 总 人 NA; b) 事先 经 EDIA 和 十 二 烷 基 硫酸 钠 
4SDs) 处 理 过 的 多 聚 核糖 体 。 


试剂 和 溶液 
酚 ， 结 晶 酚 在 使 用 前 蒸馏 (根据 Draper fil Pollard (1949) 的 
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方法 )。 保藏 在 56"C。 在 提取 了 NA 2 HIKED Beh ee A, 和 


AH 1:1 比例 混和 。 


除去 酒精 杂质 的 氯仿 (市 售 的 制剂 中 含有 此 杂质 )。 将 氯仿 与 
水 二 起 振荡 , AA OW 61.2C 的 组 分 )。 

96% 乙醇 。 绝 对 乙 梧 。 

薄 层 层 析 用 微 晶 纤维 素 (牌号 《Chemapol》， f# 54). 

Ae BE REF WRF Eh ih Ss: «Calbiochem» 3 fil), 

ZERIT RP ER iS <Reanal> 4] F Fill). 

0.5M EDTA 溶液 (PH7.5)。 ' 

20% + =e FE RA. 

含有 0.1M NaCl fy 0.01M Tris- SR 各。 6) CHF 
提取 和 上 上 样 到 柱 上 用 )。 

含有 0.01 驳 聚 乙烯 硫酸 酯 的 0.01M Tris-HCl 缓冲 液 \ 用 于 
溶解 RNA), 

4:47 0.01M EDTA fy 0.01M Tris-HCl 缓冲 液 (PH7.6)。 

0.25% -+-— eRe HA, 90% 甲 酰胺 《用 于 从 柱 中 洗 脱 
mRNA), 

0.01M Tris-HCl why (pH9.0), 

1M HCl vy; 1M Ail 3M NaCl WM, 


提取 总 的 多 聚 核糖 体 RNA 


蕊 经 确定 ,用 一 般 酚 = 去 拍 剂 法 在 室温 下 和 PH 近 于 中 性 的 情 
况 下 所 提取 的 RNA 中 ,含有 多 聚 (A) 的 mRNA 已 被 丢失 了 (这 征 
由 于 它 进 入 到 栈 层 或 者 中 间 层 中 )》 并 使 多 聚 CA) 从 mRNA 分 子 
EE (Perry et al，1972)。 为 了 防止 含有 多 聚 (A) 的 mRNA 
的 丢失 ， 改 良 了 提取 了 NA 的 方法 。 在 60C C. JI. TeopTHeB 
u B. Jl. Manrpepa, 1962) 和 pH9.0 下 (Brawerman et al. 
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1972) 进 行人 NA 的 提取 ,用 于 脱 蛋 白 的 酚 和 氯仿 的 混合 液 的 比例 
为 1:1(Perry et al.，1972) 或 者 在 去 蛋白 之 前 用 王 DTA 处 理 多 
聚 核糖 体 (Darnell et al., 1971), 

将 多 聚 核糖 体 的 沉淀 溶解 于 用 于 提取 的 缓冲 液 内 于 其 浓度 是 
2~3 毫克 /毫升 , 放 到 带 有 磨 口 塞 的 烧瓶 中 , 添加 0.5M EDTA ¥& 
液 到 最 终 浓 度 为 0.0224 然后 添加 20% 十 二 烷 基 硫酸 钠 到 最 终 浓 
FEN 0.5%, BRA WAFRRG ILE, 然后 加 入 等 体积 酚 和 和 氯仿 的 
混合 液 ( 此 混合 液 先 用 提取 用 的 缓冲 液 亿 和 )。 混 合 液 在 室温 下 在 
振 功 器 上 强烈 振 功 20 分 钟 。 在 3~5°C2500~3000g BY > 25 分钟 
分 相 。 水 层 用 注射 器 或 者 吸管 吸出 , CS i BS EY 
中 ,而 酚 层 和 中 间 层 再 进行 重复 的 提取 (用 含有 0.5 儿 十 三 烷 基 硫 
酸 钠 的 1/2 体积 的 缓冲 液 进行 提 取 ) 在 第 一 次 和 第 志 次 抽 提 所 得 
的 水 相合 并 , 重复 的 去 蛋白 三 次 ,每 次 用 等 体积 的 酚 - 氯 仿 k 用 提取 
用 的 缓冲 液 所 也 和 ) 新 配 的 混合 物 。 

在 这 个 分 级 分 离 阶 段 ， 相 分 开 后 中 间 层 应 该 完全 消失 。 如 果 
还 有 少量 可 见 到 的 中 间 层 ， 那 么 应 该 重复 的 再 去 蛋白 一 次 。 去 蛋 
白 完 毕 后 ， 向 水 层 添加 3M NaCl 溶液 到 最 终 浓 度 为 0.1M 添加 
3 倍 体积 预先 冷 到 一 20C 的 96% 乙醇 ， 在 -20C 放 置 过 夜 。 在 
2500~3000g 离心 20 分 钟 ， 收 集 RNAy 把 它 溶 解 在 含有 0.01M 
Tris-HCLIGPH7.6) 和 0.01% 聚 乙烯 硫酸 酯 (Rnase 的 抑制 剂 ) 的 
冷 缓冲 液 中 。 向 下 NA 溶液 添加 1M NaCl 溶液 到 最 终 浓度 为 0.1 
M Fil 3 倍 体积 冷 的 96 多 乙醇 。 再 重复 沉淀 3~4 hk, RNA WK 
度 和 它 的 纯化 程度 可 在 波长 235，260 和 280 nm 下 测定 RNA 洲 
液 的 光 密 度 值 而 实现 。 对 于 纯 的 人 NA 具有 下 列 的 比值 

Am >>2.3 和 Am > 0 
根据 标记 测定 ,用 此 方法 提取 肝脏 多 聚 核糖 体 mRNA 的 产量 
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FEIO~95 % , WN EFE AE AL PAL TAR BRD FF HEP BETTY, 在 这 条 
件 下 只 有 mRNA 被 标记 )。 


吸附 法 在 用 多 聚 (U)- 纤 维 素 吸附 法 从 多 核糖 体 上 分 离 
i A @ 2 (A) BY mRNA 


7B BEA AE BE il AR CRNA 杂质 的 MRNA 制品 ， 所 以 必 
RAB tt Be RU) - a FE AT) - 4 ER ES — Hh I pt MRNA, 


制备 多 聚 (U)- 纤 维 素 


15 克 纤 维 素 放 到 玻璃 漏斗 上 , 按 次 用 200 Ft 96 % Zi, 100 
毫升 1M HC! 溶液 , 500 毫升 蒸馏 水 洗涤 , 然后 再 用 100 毫升 乙醇 
进行 洗涤 。 洗 涤 过 的 纤维 素 在 BT CRA PRE 24 小 时 使 其 干燥 。 
然后 添加 15 BHAA HU) YMC IG TK EAD, 它 的 浓度 是 
8 毫克 /毫升 ,加 量 按 1 毫升 多 聚 (U) 深 液 对 工 克 纤维 素 计 算 。 把 
Bt FES HEARD BE AY FE EA AER, WRU, AER 
和 多 聚 (U) 的 混合 物 分 放 到 培养 四 中 , AE RFR LA 1k, RE 
纤维 素 小 心地 悬浮 在 10 毫升 绝对 乙醇 中 。 培 养 亚 放 到 距 紫 外 光 
KY 20 厘米 处 (功率 45 伏特 ) 照 射 30 分 钟 。 在 这 个 时 间 内 多 聚 (U) 
同 纤维 素 发 生 了 缝合 作用 。 然 后 把 培养 下 的 内 含 物 合并 ， 倒 入 玻 
璃 漏斗 上 ， 用 200 毫升 0.5% 十 二 烷 基 硫酸 钠 洗 去 未 结合 的 多 聚 
(U), 然后 用 无 离子 水 洗涤 ， 直 到 洗涤 液 中 没有 任何 多 聚 〈U) 为 
Jk, 

一 般 工 死 纤 维 素 能 结合 0.3~0.4 Bhi we RU), BHR U)- 
纤维 素 可 在 一 20C 乙 醇 内 保存 一 个 月 (Sheldon et al., 1972), 


测定 多 聚 (U)- 纤 维 素 的 容量 
在 乙醇 中 保存 的 1 克 多 聚 (U)- 纤 维 素 装 到 恒温 柱 上 柱 的 大 
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Fi 0.915 厘米 ， 带 有 玻璃 过 滤器 。 装 有 多 聚 《U) -纤维 素 的 
柱 用 缓冲 液 平 衡 后 ， 使 多 聚 (A) 溶液 通过 柱子 ， 多 聚 (A) 的 浓度 
为 0.8 光 密 度 值 (260 nm， 在 同一 缓冲 液 中 )， 流 速 为 0.5 毫升 / 
分 .用 多 聚 (A) 溶 液 来 人 和 多 聚 (U)- 纤 维 素 , 一 直 要 进行 到 流出 液 
的 光 密 度 相等 于 加 进去 的 多 聚 (A) 溶液 的 光 密 度 时 为 止 。 一 般 要 
SERNA 1 克 多 聚 (U)- 纤 维 素 需 20 BI ERS RAM, 

进一步 用 上 上 样 用 的 缓冲 液 洗 涤 纤 维 素 以 除去 没有 结 谷 的 多 到 
(A)， 再 着 手 定量 洗 脱 同 多 聚 (U)- 纤 维 素 结合 的 多 聚 (A)。 为 了 
从 柱 中 洗 脱 了 NA， 把 柱 内 的 温度 升 高 到 25"C， 流 过 25 毫升 洗 脱 
RNA 的 缓冲 液 ， 或 者 同样 量 的 0.0LM Tris-HCI 缓 冲 液 pH 
9.0)， 收 集 每 下 毫升 为 一 组 分 。 测 量 每 一 洗 陪 组 分 中 Acco BA AS 
计算 同 多 聚 (U)- 纤 维 素 结合 的 多 聚 (A) 光 密度 单位 的 总 量 。 用 这 
种 方法 测定 的 多 聚 (A) 光 密度 的 量 即 是 1 De RO) -纤维 素 制剂 
所 具有 的 比特 性 容量 。 通 常用 上 述 方法 制备 的 1 SR OU)-AH 
素 的 容量 是 5~6 光 密度 单位 。 每 次 重新 制备 多 聚 (U)- 纤 维 素 制 
剂 时 都 要 重新 测定 容量 。 


在 多 聚 (U)- 纤 维 素 上 吸附 含有 多 聚 人 A) 的 mRNA 
总 的 多 聚 核糖 体 RNA 加 到 多 聚 (U)- 纤 维 素 柱 上 
RNA 沉淀 溶 于 含有 0.1M NaCl 的 0.01M Tris-HCl 缓冲 
液 中 (PH7.6),RNA 的 最 终 浓 度 是 0.3~0.6 毫克 /毫升 ， 上 到 多 
聚 (U)- 纤 维 素 的 柱 上 ， 室 温 ， 流 速 0.5 毫升 /分 。 为 了 从 10 毫克 
总 的 多 聚 核糖 体 RNA 中 提取 全 部 含有 多 聚 (&) 的 mRNA， 用 1 
克 多 聚 (U)- 纤 维 素 就 足够 了 。 


多 聚 核糖 体 加 到 多 聚 4(U) -纤维 素 上 


根据 Schreier, Staehelin 的 方法 将 所 得 到 的 多 聚 核糖 体 
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(Schreier, Staehelin, 1973) ¥ ffé7e 0.01 M Tris-HCl 42 7h ¥& (pH 
7.6)", 使 多 聚 核糖 体 的 最 终 浓度 为 1~2 毫克 / BF. WS RAR 
体 的 溶液 添加 0.5M EDTA 溶液 (PH7.5) BRAM 0.5%, 

BA WHE 37"C 保 温 1 分 钟 ， 然 后 添加 1M NaCl 溶液 到 最 终 浓 度 
为 0.174。 上 多 聚 (U)- 纤 维 素 柱 之 前 , 多 聚 核糖 体 溶液 用 含有 0.1 
MNaCl 的 0.01M Tris-HCl] 缓冲 液 (PH7.6) 稀 释 工 倍 。 因 此 把 
浓度 为 0.5~1.0 毫克 /毫升 的 核糖 体 溶 液 〈 深 剂 是 含有 0.1 型 
NaCl, 0.01M EDTA, 0.25% 十 二 烷 基 硫酸 钠 的 0.01 M Iris- 
也 CI 缓冲 液 ) 加 到 多 聚 (U)- 纤 维 素 上 , 在 室温 下 流速 不 大 于 0.5% 
升 / 分 (Lindberg，Persson，1972)。 不 与 多 聚 (U)- 纤 维 素 结合 的 

物质 的 绝 大 部 分 从 柱 内 流出 , 处 在 开头 四 个 组 分 中 (组 分 的 体积 5 

毫升 )。 不 管 是 多 聚 核糖 体 总 的 RNA 或 者 是 核糖 体 本 身上 到 多 
聚 (U)- 纤 维 素 柱 上 后 都 必须 用 20 毫升 的 上 样 用 的 缓冲 液 洗涤 柱 
以 除去 没有 结合 的 物质 。 


被 吸附 物质 多 聚 (A) mRNA 的 洗 脱 


被 吸附 物质 一 一 多 聚 (A)mRNA 的 洗 脱 ， 可 用 洗 脱 用 的 缓冲 
液 或 者 用 0.014 Tris-HCl 缓冲 液 ,在 25~30° CHET, 流速 0.5 | 
升 /分 , 每 一 组 分 为 5 毫升 。 含 有 多 聚 (A) 的 mRNA 在 最 初 20 训 
升 缓冲 液 中 就 完全 从 柱 中 洗 脱 下 来 。 

用 多 聚 〈《U)- 纤 维 素 吸 附 法 提取 的 大 鼠 肝 脏 含有 多 聚 (4A) 的 
mRNA， 在 莽 糖 密度 梯度 中 具有 mRNA 的 特征 性 的 分 布 : 主 
要 的 物质 是 在 30S 到 10S 的 区 域内 沉降 ， 核 苷 酸 的 组 成 中 具有 高 


含量 的 AMP(307 ), antl 比值 =0.9 一 1.0。 
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LAL RNA 分 解 过 程 的 研究 
M. Il. Hpuu 


当 研 究 生物 体 中 各 种 生理 和 病理 过 程 时 ， 研 究 RNA 的 分 解 
速度 是 很 有 意义 的 。 特 别 是 当 要 了 解 吉 官 代 偿 性 生长 时 和 组 织 更 
新 时 和 蛋白质 合 成 调节 机 理 时 , 这 些 知识 是 极为 重要 的 s 

从 RNA 分 解 速度 的 数据 能 估计 细胞 蛋白 质 合 成 系统 的 稳定 
性 ， 根 据 人 NA 分 解 动力 学 的 研究 可 以 测量 RNA 的 半 寿 期 和 代 
谢 时 间 , 以 及 计算 在 单位 时 间 内 RNA 分 子 的 更 新 率 。 

下 面 将 叙述 心肌 RNA 分 解 速度 研究 的 方法 。 


方法 的 原 . 理 


RNA 分 解 速度 的 研究 是 用 同位 素 的 方法 。 给 动物 注射 C- 
乳 清 酸 ， 根 据 从 RNA 出 来 的 放射 性 标记 能 够 判断 人 NA 分 解 的 
HE, RNA 的 半分 解 时 间 C2) 可 用 图 表 计 算 ，RNA 的 代谢 
时 间 和 在 单位 时 间 内 RNA 分 子 的 更 新 率 可 以 用 适当 的 公式 计 
算 。 
in Fi 
1M KOH; 5% Fil 10% TCA 溶液 。 
- 0.5M Fi 1M HCO, 溶液 ， 
0.05 M,0.1MAI3M HCl WR, 
乙醇 , 乙醚, PPO, POPOP, 
Ae; C—O, 
MC-FLia mR, 
离子 交换 树脂 Dowex (H* 8), 50 x 4(200~400 8), 
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研究 的 过 程 


在 三 天 内 给 大 鼠 二 次 注射 比 强度 为 60 毫 居 里 /毫克 的 YC- 乳 
WM GE 70 征 居 里 对 100 克 体 重大 鼠 计算 )。 然 后 把 一 部 分 动物 
杀 死 和 测定 RNA 的 原始 放射 性 。 剩 下 的 动物 分 为 儿 组 ， 在 测 定 
RNA 原始 放射 性 之 后 经 过 3 天、 5 天、 7 天 、9 天 和 11 天 和 杀 死 动 
物 。 


测定 RNA 的 放射 性 


动物 斩 头 后 立即 取出 心脏 ， 用 生理 盐水 洗 去 血 污 。 在 扭力 天 
Y EP BUD WL GS ft 200 毫克 ) 和 测定 整个 心脏 的 重量 。 所 有 操作 
都 在 4C 下 进行 。 把 称 好 的 心肌 在 30 倍 体积 的 水 内 用 玻璃 义 桨 
器 匀 浆 ， 在 冷却 的 情况 下 进行 。 添 加 20% WY TCA 溶液 到 最 终 浓 
度 为 5 狼 以 沉淀 大 分 子 。 离 心 后 所 得 的 沉淀 ， 根 据 >chmidt 和 
Thannhauser 的 程序 处 理 。 

分 级 分 离 的 过 程 简 述 如 下 : 用 5% TCA 溶液 洗涤 沉淀 三 次 除 
去 酸 溶性 物质 , 然后 为 了 除去 磷脂 ,用 80% 乙醇 洗涤 ， 用 热 的 乙醇 
AAT HIE ARS: BER, 然后 用 乙醇 和 乙醚 洗涤。 干燥 的 材料 
#2 Ft 1M 下 OH 溶液 中 小 心地 调匀 (根据 1 毫升 全 OH 溶液 对 
100 毫克 湿 组 织 计 算 )， 在 37C 放 置 18 小 时 。 碱 水 解 后 的 悬浮 液 
放 到 冰 浴 中 ， 用 1M HClO, 溶液 中 和 。 在 冷却 的 情况 下 进一步 用 
1M HClO, 溶液 酸化 使 DNA 沉淀 。 过 氯酸钾 与 沉淀 在 一 起 ， 通 
过 离心 将 RNA 从 水 解 物 中 分 离 出 来 。 

以 这 种 方式 所 得 的 核 背 酸 溶液 用 来 作 分 析 。RNA 的 量 按 A. 
C. CnHPHHE 的 方法 《1958) 在 分 光 光 度 计 上 进行 测定 。 而 RNA 的 
放射 性 测量 是 用 闪烁 计数 上 器 在 二 氧 已 环 溶剂 中 进行 。 根 据 这 些 数 
据 计算 RNA 的 比 强度 (脉冲 /分 / 毫 到 ) 和 总 放射 性 (整个 器 官 中 
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RNA 总 含量 乘 平 均 比 强度 )。 


从 RNA 水 解 物 中 提取 尿 嗜 啶 核 苷 酸 


给 动物 注射 的 乳 清 酸 约 有 90 狗 转变 为 尿 喀 啶 核 音 酸 ， 可 用 离 
子 交 换 层 术 的 方法 把 它 从 NA 水 解 物 中 提取 出 来 。 此 法 是 应 用 
Dowex(H* 型) 树脂。 详细 步骤 已 由 Katz 和 Comb(1963) Pt RB. 
器 核糖 核 苷 酸 的 中 性 溶液 添加 等 体积 0.1M HCA Ra RA 
IEA 0.05.M, 把 此 溶液 上 到 Dowex(H- 型 ) 柱 上 (0.9x 15 BK), 


此 柱 事先 用 0.05M HC] 溶液 平衡 。 用 5~-6 毫升 0.05 M HCI 深 


YO BE BE RM Was EAE WR, 而 剩 下 的 物质 弃 去 (检查 从 桩 流出 洗 脱 液 的 
吸收 是 在 波长 254 nm 下 进行 )。 尿 喀 啶 核 苷 酸 的 量 是 用 分 光 光 度 
计 在 波长 257 nm 下 进行 测定 ， 而 它 的 放射 性 是 在 三 氧 已 环 洲 剂 
中 用 闪烁 计数 器 进行 测量 。 


测定 心脏 的 游离 核 苷 酸 酸 溶性 储存 库 的 放射 性 


将 沉 汪 和 洗涤 大 分 子 后 所 得 心肌 的 三 氯 醋酸 抽 提 液 合并 ， 多 
次 的 与 乙醚 振 划 除去 [ICLA。 这 些 抽 提 液 的 放射 性 测量 是 在 三 氧 
己 环 溶剂 中 用 闪烁 计数 器 进行 和 把 它 换算 成 100 毫克 湿 组 织 重 来 
计算 。 


测定 心肌 半分 解 时 间 和 代谢 的 时 间 


根据 文献 资料 , RNA 的 分 解 产物 特别 是 喀 啶 碱 基 ， 不 再 被 利 
用 (Hurlbert，Potter，1952) .在 心肌 内 下 NA 的 放射 性 水 平 高 于 
酸 溶性 的 游离 核 苷 酸 储 存 库 中 的 !L- 活 性 1O~ 15 GR AB fie 
织 重量 计算 )。 可 以 这 样 认为 ,RNA 的 分 解 产 物 ,在 RNA 合成 过 
程 中 基本 上 不 再 被 利用 。 在 我 们 试验 中 RNA 水 解 产 物 的 放射 性 
变化 的 过 程 是 同 从 水 解 产 物 中 提取 出 来 的 尿 喀 啶 核 苷 酸 放 射 性 变 
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化 的 过 程 相 一 致 的 ; BEL, A RNA 全 部 水 解 产物 的 和 来 自 尿 喀 
喧 核 苷 酸 的 标记 物 的 产 率 量 是 一 样 的 。 

为 了 知 计 RNA 分 解 的 速度 , 需 计 算 整个 心脏 RNA 的 放射 性 
(RNA 总 的 放射 性 )。 应 该 注意 到 RNA 比 放 射 性 强度 随 着 注射 
同位 素 后 时 间 的 流逝 而 降低 ， 这 种 降低 反映 两 个 同时 进行 的 相反 
MH. Wid RNA 的 分 解 和 新 的 非 标记 分 子 的 合成 。 当 器 官 过 度 
生长 时 〈 例 如 ， 心 肌 过 厚 ) RNA 的 合成 比 超过 RNA 的 分 解 。 
因此 为 了 判断 分 解 的 真实 过 程 〈 此 分 
解 过 程 与 其 它 标记 物 的 《稀释 > 作用 无 
%), 必须 注意 到 RNA 总 的 放射 性 的 20 
变化 。 

注射 同位 素 后 RNA 总 的 放射 性 
的 变化 过 程 与 时 间 有 关 ， 可 以 用 半 对 
数 座 标 来 表示 《图 34)。 为 了 计算 出 
RNA 的 半分 解 时 间 (ti2)， 可 从 座 标 
纵 轴 上 找到 相应 于 RNA 起 始 放射 性 
1/2 的 数值 ， 划 出 水 平 线 , 从 它 与 放射 


vO 


S&S A HH YBHHS 


nN 


Ss 


性 -时 间 th RAEI Ze 36 A LE i — Ae ae Panag a 
直线 到 纵 轴 上 。 图 34 大 鼠 心 肌 RNA 分 解 的 
RNA 代谢 时 间 (T) 和 在 单位 时 动力 学 
1 一 一 RNA 的 比 强度 ; 
间 内 RNA 分 子 更 新 或 分 解 的 百分数 2 RN Awinarae 
可 按 下 列 公式 计算 : 纵 座 标 一 一 放射 性 ， 以 正 个 心 
脏 的 脉冲 /分 钟 X104 表 示 ; 
T= ty2(1n2); BAR — ie HAC - 乳 清 酸 后 
3% =100 In2/t,. 的 时 间 ( 秒 钟 ) 
ti, 半分 解 的 时 间 ， 从 图 表 测 定 〈 见 图 34)。 对 于 心肌 


RNA t,,. 是 7.4 B&W; 工 一 一 10.4 昼夜 ， 而 在 一 昼夜 内 RNA 的 
更 新 是 9.39。 
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根据 单位 时 间 内 RNA 分 解 的 知识 与 NA 分解 的 资料 ,不仅 
可 以 估计 出 人 NA 合成 的 速度 ， 并 且 还 可 以 估计 出 在 组 织 内 形成 
的 RNA 的 真正 的 量 。 这 在 研究 生长 组 织 时 〈 例 如 心肌 代 偿 性 的 
增生 7) 有 其 特殊 的 意义 。 

最 后 应 该 指出 , B RNA 分 解 速度 的 数据 ,从 本 质 上 说 是 反映 
心肌 核糖 体 分 解 的 速度 ， 因 为 核糖 体 RNA 占 细胞 全 部 RNA 的 
85 % 4 


动物 细胞 质 膜 的 提取 


A. B. [locnezosa 


为 了 研究 质 膜 的 化 学 成 分 , RAS RE BR, 

用 任 一 方法 提取 亚 细 胞 结构 都 包括 组 织 匀 浆 与 亚 细 胞 结构 
的 分 级 分 离 等 步骤 。 匀 浆 的 目的 是 在 尽量 不 损害 各 亚 细 胞 结构 的 
前 提 下 破坏 细胞 。 亚 细胞 结构 的 分 级 分 离 是 采用 差 速 离心 法 ， 特 
别 是 密度 梯度 离心 法 。 通 常 利 用 NaHCO, 或 者 蔗糖 作为 分 离 质 
膜 的 介质 有 时 添加 2mM CaCl,(C. K. Tlapprgona, 1968), 为 了 
进一步 纯化 质 膜 可 利用 蔗糖 溶液 梯度 超 离 心 法 ， 梯度 的 范围 是 
1.22~1.16(Emmelot et al. 1964), 

根据 产量 和 纯度 对 大 规模 提取 质 膜 的 三 种 方法 作 了 比较 
(Charles, John, 1972). Neville 法 (1960)， 该 法 是 利用 TmM 
( 低 渗 ) 的 NaHCO, 溶液 来 匀 浆 和 洗涤 质 膜 。Pea 法 的 特点 是 添 
加 0.5mM CaCl, 到 lmM NaHCO, 溶液 中 去 ， 并 且 为 了 匀 浆 和 
洗涤 需 消耗 大 量 体 积 的 溶液 。 最 后 一 个 方法 ， 该 法 在 匀 浆 和 洗涤 
时 是 应 用 0.25M 薛 糖 .0.5mM CaCl, 和 5mM Tris 溶液 (Iakeu- 
chi, Terayama, 1965), MARTI, RAR OR 
Cots WT PE EY IR ais PEAT SR, OTA DR a ae Fe 2 pe, PE 
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糖 密度 梯度 (1.22,1.18,1.16) 溶 液 中 ,61000g 离 心 2 小 时 ,纯化 的 
膜 最 后 用 水 洗涤 二 次 。 根 据 Neville 方法 提取 的 肝脏 细胞 的 质 膜 
是 很 纯 的 。 按 Pen 的 方法 提取 所 得 的 膜 产量 最 高 。 

我 们 象 许多 其 他 研究 者 一 样 ， 利 用 Neville 改良 方法 从 大 上 鼠 
肝脏 提取 质 膜 。 现 将 该 法 叙述 于 下 。 


itl 
1mM NaHCO, 溶液 , 酸化 到 pH7.5, 
密度 为 1.34,1.18,1.16 的 蔗糖 溶液 。450 TORE REE Kw EMM 


热 ， 不 断 搅拌 下 溶 于 0.5 升水 中 。 冷 却 后 溶液 慢 慢 地 用 水 稀释 到 
相应 的 密度 一 一 1.34,1.18 和 1.16( 用 比重 计 测 量 )。 


材料 的 制备 


动物 断 头 杀 死 后 , WBE, 在 原 位 切 开门 静脉 ,插入 套 管 , 通 
过 套 管 用 冷 的 1mM NaHCO, 溶液 进行 肝脏 灌注 , 一 直到 流出 的 
液体 无 血色 为 止 。 然 后 从 腹腔 中 取出 肝脏 , 小 心地 用 滤纸 吸 干 , 除 
去 结缔 组 织 ， 称 重 ， 用 小 剪刀 前 碎 。 所 有 上 述 手 续 必 须 在 冷 室内 
(2~4°C) HEF. 


fe Mit 


5 FEF WEA 25 2F+ InM NaHCO, 溶液 (PH7.5) 在 Potter- 
Elvejhem 玻璃 匀 浆 器 中 用 手 把 聚 四 氟 乙烯 研 村 从 上 到 下 移动 
35~40 次 。 匀 浆 以 后 在 相差 显微镜 下 检查 细胞 破坏 的 完全 程度 。 
义 浆 中 未 破坏 的 细胞 不 应 超过 5% 的 。 所 得 的 匀 浆 用 500 毫升 同 
样 的 NaHCO, 溶液 稀释 ， 振 划 2 分 钟 。 肝 脏 的 稀释 匀 浆 通过 6 层 
纱布 过 滤 ，12008g 离心 10 分 钟 。 弃 去 上 清 液 ， 将 上 面 玫 瑰 色 沉 
演 层 与 褐色 的 下 层 分 开 。 弃 去 褐色 沉淀 。 将 所 得 的 玫瑰 色 膜 沉淀 
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悬浮 在 用 来 进行 匀 浆 的 介质 中 ， 在 同一 条 件 下 离 忌 。 这 样 的 操作 
重复 三 次 。 

将 膜 沉 淀 悬 浮 在 水 中 ， 倒 入 吊 篮 转 头 的 离心 管 中 〈 制 备 离心 
BL), WA) 1.2 毫升 悬浮 液 在 搅拌 下 逐 滴 加 入 密度 为 1.34 的 2.1 训 
升 蔗糖 溶液 。 得 到 混合 液 的 密度 是 1.20。 把 工 毫 升 密度 为 1.18 
的 蔗糖 溶液 小 心地 铺 层 到 这 个 混合 液 上 面 ， 然 后 再 铺 上 1 毫升 密 
度 为 1.16 的 蔗糖 溶液 。 在 1000008 离心 75 分钟 。 

离心 后 出 现 明 显 的 二 层 ， 位 于 蔗糖 密度 梯度 1.20~1.18 和 
1.18~1.164h, TERE SESS EE 1.18~1.16 之 间 的 区 带 分 离 出 质 膜 。 
细胞 质 网 膜 和 线粒体 雁 片 集中 在 蔗糖 密度 1.20~1.18 的 区 域内 。 
在 液体 的 表面 通常 生成 一 层 脂肪 膜 ， 在 离心 管 的 底部 沉积 有 核 和 
线粒体 的 碎片 以 及 未 破坏 的 细胞 。 

可 在 离心 管 质 膜 层 相同 高 度 的 位 置 或 者 在 管子 底部 穿孔 ， 从 
离心 管 中 收 集 质 膜 层 。 如 果 不 采 用 离心 管 的 穿刺 法 ， 那么 可 把 原 
生 质 膜 层 吸出 ， 吸 时 应 很 小 心 ( 首 先 去 掉 脂 肪 薄膜 )。 所 得 的 质 腊 
制剂 用 蒸 饮水 洗 放 二 次 。 

质 膜 制剂 的 纯度 可 用 电子 显微镜 和 根据 酶 一 标记 的 活性 
(CAIE 酶 和 5- 核 苷 酸 酶 ) 来 检验 ， 被 提取 出 来 的 质 膜 是 否 被 微粒 
体 污染 , 可 用 是 否 存 在 有 葡萄 糖 -6- 磷 酸 酶 来 检查 。 是 否 被 线粒体 
污染 可 用 是 否 具有 琥珀 酸 酶 来 检验 。 制剂 被 溶 酶 体 污染 情况 可 测 
定 酸性 磷酸 脂 酶 的 活性 水 平 来 衡量 。 有 和 否 被 核 的 碎片 污染 ， 可 根 
据 DNA 的 存在 来 决定 。 


细胞 质 网 膜 的 提取 法 


A. Jl. SmaTOIOTPCKI 芯 


在 电子 显微镜 下 研究 能 分 泌 大 量 蛋 自 质 的 组 织 切片 时 ， 发 现 
"370 - 


ie 


有 丰富 的 细胞 内 膜 结构 一 一 细胞 质 网 膜 〈 内 质 网 )*。 由 证 细胞 质 
网 膜 可 形成 许多 连续 的 小 腔 并 把 细胞 分 割 成 许多 小 室 。 经 常 看 到 
细胞 质 网 膜 同 外 核 膜 和 同 线粒体 膜 相 联接 。 据 推测 , 核 膜 、 细 胞 质 
网 膜 和 原生 质 膜 一 起 形成 一 个 统一 的 细胞 网 膜 。 

细胞 质 网 膜 是 有 形态 上 显著 不 同 的 二 种 类 型 组 成 的 : 颗粒 状 
细胞 质 网 膜 或 者 叫 粗 糙 的 膜 , 在 它们 的 表面 覆盖 痢 核 糖 体 ; 无 颗粒 
细胞 质 网 膜 或 者 叫 光 滑 的 膜 ， 在 它们 的 表面 不 覆盖 者 核糖 体 。 通 
常 , 没有 核糖 体 的 膜 与 有 核糖 体 包 衷 的 膜 相 间 存 在 。 

颗粒 状 细 胞 质 网 膜 和 无 颗粒 细胞 质 网 膜 在 结构 和 化 学 组 成 上 
是 相似 的 。 二 种 类 型 的 膜 具 有 某 些 共 同 的 功能 。 已 知 ， 许 多 酶 无 
论 在 颗粒 状 细胞 质 网 膜 或 者 无 是 粒 细胞 质 网 膜 中 都 有 。 通 过 细胞 
质 网 膜 和 输送 被 细胞 分 泌 的 蛋白 质 。 每 一 种 类 型 的 膜 也 有 其 本 身 特 
有 的 功能 : 在 颗粒 状 细胞 质 网 膜 上 进行 着 蛋白 质 的 合成 和 被 合成 
的 蛋白 质 的 酶 促 修饰 。 磷 脂 的 合成 和 具有 解毒 作用 的 酶 的 存在 是 
无 颗粒 细胞 质 网 膜 所 具有 的 特征 。 

亚 细 胞 结构 分 级 分 离 方法 的 改进 是 进一步 研究 细胞 质 网 膜 功 
AE BT A HY 


提取 细胞 质 网 膜 的 原理 


细胞 的 破坏 会 引起 膜 的 碎 裂 并 生成 大 小 不 同和 浮力 密度 不 同 
的 许多 小 泡 状 物 《yesicle)。 为 了 提取 和 分 离 细胞 质 网 膜 应 用 差 速 
和 梯度 离心 或 二 者 结合 。 差 速 离心 的 方法 可 将 膜 小 泡 与 其 他 在 重 
量 上 和 在 沉降 速度 上 有 差异 的 亚 细 胞 结构 分 开 ， 用 这 个 方法 可 以 
得 到 细胞 膜 的 总 制剂 (微粒 体 组 分 )， 此 制剂 含有 无 颗粒 细胞 质 网 
膜 和 颖 粒状 细胞 质 网 膜 。 密 度 梯度 离心 法 可 以 根据 密度 的 不 同 来 
分 开 各 个 结构 ， 并 应 用 来 制备 无 颗粒 细胞 质 网 膜 和 颗粒 状 细胞 

* 细胞 结构 的 命名 是 依照 国际 细胞 学 命名 法 。 
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网 膜 。 把 这 些 方法 结合 可 以 增加 制剂 的 纯度 和 膜 物 质 的 产 


at ER 


对 提取 细胞 质 网 膜 方法 所 提出 的 要 求 


由 于 所 有 提取 细胞 质 网 膜 的 方法 需 作 进一步 的 改进 ， 所 以 我 
们 提出 下 面 这 些 要 求 ， 这些 要 求 是 在 选择 膜 的 分 离 条 件 时 所 应 遵 

1. 成 分 (蛋白 质 ，RNA 和 脂肪 的 比例 ) 的 恒定 和 膜 圭 各 种 酶 
的 比 活力 的 恒定 。 

2. 制剂 的 纯度 一 一 没有 沉降 系数 和 (或 ) 浮力 密度 上 相近 似 
的 结构 ; 通常 这 是 指 线粒体 , 溶 酶 体 ,过 氧化 物 酶 体 ) 游离 多 聚 核糖 
体 ， 细 胞 质 可 溶性 蛋白 ， 在 某 些 情况 下 可 能 同样 被 核 的 核 蛋 自 污 
染 ; | 

3. 膜 产量 足够 高 

现 有 的 方法 有 可 能 从 沉 诞 线粒体 以 后 的 离心 液 中 得 到 颗粒 状 
细胞 质 网 膜 和 无 颗粒 细胞 质 网 膜 制 剂 。 这 些 制剂 不 含有 其 他 亚 细 
胞 结构 的 杂质 。 迅 速 沉 降 的 颗粒 状 细胞 质 网 膜 和 无 颗粒 细胞 质 网 
膜 含 有 线粒体 。 应 该 指出 ， 逮 速 沉 降 和 缓慢 沉降 的 两 类 细胞 质 网 
膜 看 来 有 质 上 的 区 别 。 

下 面 叙述 了 从 肝脏 细胞 制备 细胞 质 网 膜 的 方法 , 这 些 方 法 \ 有 
时 作 某 些 改变 ) 也 用 来 由 动物 的 其 他 器 官制 备 细胞 质 网 膜 。 


不 含 其 他 亚 细 胞 结构 杂质 的 颗粒 状 细胞 质 网 腊 
和 无 颗粒 细胞 质 网 膜 的 制备 法 
es if 
25mM Tris-HCl 溶液 (pH... 7.6), 50mM KCl, 5mM 
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= 
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MgCl 0.25M 蔗糖 (缩写 成 TKMS), 

25mM Tris-HCl 溶液 (pH 7.6)。50 mM KCl, 5mM 
MgCl, (LV Jake 4a 5 a TKM 溶液 )。 

1.3M fil 2M PERAK, 配制 在 TKM 溶液 内 。 


制备 除去 线粒体 后 的 上 清 液 


动物 断 头 杀 死 后 迅速 取出 肝脏 ,用 冰 蒸 馏 水 洗 一 下 , 放 到 冷 的 
TKMS 溶液 中 。 所 有 以 下 操作 都 在 2~3°C 进行 。 肝 脏 用 TKMS 
溶液 洗 去 血 污 ， 通 过 压榨 机 压 碎 (压榨 机 和 孔 的 直径 是 工 毫 米 ) 或 者 
用 小 剪刀 剪 碎 。 称 重 后 将 肝脏 糊 和 KMS 溶液 一 起 倒 到 下 otter- 
Elvejhem 匀 浆 器 中 , 肝脏 糊 和 TK MS 溶液 的 体积 比 是 1:3。 进 行 
匀 浆 时 研 桂 的 转速 是 1500 转 / 分 ， 往 返 十 次 。 匀 浆液 通过 2 层 纱 
布 过 滤 后 在 170008g 离心 10 分 钟 。 除 去 线粒体 后 的 上 清 液 通过 四 
层 纱布 过 滤 。 


从 除去 线粒体 后 的 上 清 液 提 取 无 颗粒 细胞 质 网 
膜 和 颗粒 状 细胞 质 网 腊 


在 角 转 头 501I 并 超 离 心机 <spincoy) 的 离心 管 中 预 先 加 入 3.5 
LF} 2M RE REYA MK, 3.5 毫升 1.3M 蔗糖 溶液 和 5.5 毫升 除去 线 粒 
体 后 的 土 清 液 。 在 160000g 《相当 于 45000 转 / 分 ) 离心 14 小 时 。 
72.1.3 M 蔗糖 溶液 和 除去 线粒体 后 的 上 清 液 液 层 的 界面 上 能 够 
看 到 无 颗粒 膜 的 几 个 狭 罕 的 区 带 ， 在 1.3 和 2 二 个 蔗糖 溶液 层 
间 的 界面 上 可 见 到 颗粒 状 膜 ， 其 分 布 如 同 无 颗粒 状 膜 那样 是 呈 一 
组 不 连续 的 区 带 ， 也 就 是 说 这 些 区 带 具 有 不 同 的 浮力 密度 。 在 沉 
演 中 为 游离 的 多 聚 核糖 体 。 用 带 有 长 针头 的 针 简 抽出 膜 , FR) TK 
溶液 稳 释 3~5 f%, FEA 900008 《相当 于 28000 转 /分 ) 离心 
60 分 钟 。 膜 的 沉淀 物 用 带 有 橡皮 球 的 吸管 吸出 ， 把 其 悬浮 在 
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TKMS 溶液 中 。 通 常 把 膜 以 沉淀 状态 在 冰 中 保存 不 能 超过 2 昼 
夜 。 | 

应 用 上 述 方法 膜 的 损失 是 70~809。 这 个 提取 细胞 质 网 膜 的 
方法 在 研究 多 聚 核糖 体 代 谢 时 被 我 们 曾 加 以 应 用 〈A。 3za- 
TONOJbCKHH HW 互 D.，1973)。 

这 个 方法 可 以 作 以 下 的 改进 : 

1. 如 果 不 要 求 不 与 膜 结 合 的 核糖 体 和 颗粒 状 细胞 质 网 膜 完 
全 分 开 ， 离 心 的 时 间 可 以 缩短 。 例 如 ， 在 50TI HX 45000 转 / 分 
41600008g ) 离 心 3 小 时 对 于 分 离 颗粒 状 细 胞 质 网 和 无 颗粒 细胞 质 
网 就 足够 了 。 此 时 颗粒 状 细胞 质 网 膜 和 无 颗粒 细胞 质 网 膜 将 是 二 
个 宽 的 区 带 。 | 

2 在 不 要 求 把 颗粒 状 细胞 质 网 膜 和 游离 核糖 体 分 开 的 情况 
下 ， 不 必要 在 离心 管 的 底部 铺 上 一 层 24 的 蔗糖 溶液 。 此 时 游离 
多 聚 核糖 体 和 颗粒 状 细胞 质 网 膜 是 在 沉 演 中。 

3. 为 了 制备 无 颗粒 细胞 质 网 膜 的 纯 制 剂 , 建议 利用 它们 能 在 
芒 糖 溶液 中 浮 起 的 特性 。 芒 糖 溶 液 比 无 颗粒 细胞 质 网 密度 大 而 比 
颗粒 状 细胞 质 网 的 密度 小 。 为 此 加 1.47 毫升 的 2M! 蔗糖 溶液 添加 
1 毫升 除去 线粒体 后 的 上 清 液 ( 蕊 糖 的 最 终 浓度 为 1.3 改 ) 将 混合 
物 铺 层 到 2M 莽 糖 溶液 上 。 上 面 必 须 加 六 小 量 体 积 的 工 Ms 溶液 。 

4. 蔗糖 分 段 梯 度 中 的 中 间 层 其 浓度 范围 定 为 工 2 一 工本 到 
《一 般 是 1.3 M )。 当 必须 制备 颗粒 状 细胞 质 网 膜 而 又 要 很 好 地 除 
去 无 颗粒 细胞 质 网 膜 时 , 可 提高 中 间 层 的 芒 糖 浓度 。 

如 果 必 须 制 备 尽 可 能 纯 的 无 颗粒 细胞 质 网 膜 的 制剂 ， 那 么 中 
间 层 天 糖 的 浓度 应 降低 。 


快速 沉降 的 细胞 质 网 膜 的 提取 方法 


提取 细胞 质 网 膜 的 标准 步骤 , 是 制备 除去 线粒体 后 的 上 清 液 
"37T4， 


We re ee ee ee eet ti—(i‘is™sS clr 村 


(10000~20000g, 10~15 4} Sf) Fil Beat TE BE BH o> Be at RE BA HE 内 分 
级 分 离 颗粒 状 细胞 质 网 和 无 颗粒 细胞 质 网 。 但 是 随 着 核 和 线粒体 
的 除去 细胞 质 网 膜 也 损失 了 70~80% (根据 葡萄 糖 -6- 磷 酸 酶 活 
性 和 了 RNA 的 含量 测定 )， 并 且 在 600g 约 有 50 多 的 膜 被 沉淀 ， 在 
6000g 有 10% HY HE BI (Lewis, Tata, 1973), 用 电子 显微镜 
研究 这 个 快速 沉降 类 型 的 颗粒 状 细胞 质 网 膜 时 ， 看 上 去 这 膜 象 是 
一 束 椭圆 形 的 小 泡 ， 通 常 大 部 分 同 线粒体 相 接触 。 这 些 膜 的 外 形 
与 接近 核 处 的 细胞 切片 上 所 看 到 颗粒 状 细胞 质 网 膜 的 外 形 区 别 
不 大 。 这 些 观 察 证 明了 这 些 膜 与 从 除去 线粒体 后 的 上 清 液 所 得 的 
膜 有 质 上 的 差异 。 因 此 我 们 用 来 提取 这 些 膜 的 方法 , 看 来 , 需要 作 
进一步 的 完善 。 

25 mM ARR; 0.3544 蔗糖 溶液 ，PHzo7.6(〈 缩 写 WH MS H 
液 )。 


沉淀 快速 沉降 的 细胞 质 网 腊 


肝脏 在 2.5 倍 体积 的 MS 溶液 中 用 Potter-Elvejhem 4434 38 
进行 匀 浆 , 研 村 的 转速 是 800 转 /分 ,往返 11 次 。 匀 浆液 通过 二 层 
纱布 过 滤 , 在 6408g 离心 10 分 钟 。 红 血球 ,细胞核 ,线粒体 和 快速 
沉降 的 细胞 质 网 膜 下 降 到 沉淀 中 。 酸 性 磷酸 化 酶 和 过 氧化 氢 酶 的 
活性 在 这 个 工作 中 没有 进行 测定 ， 所 以 不 清楚 在 那个 组 分 中 有 深 
酶 体 和 过 氧化 物 酶 体 。 


除去 快速 细胞 质 网 膜 中 的 红血球 和 核 


TEBE 5 FARMS 溶液 中 。 每 份 12.5 毫升 的 悬浮 液 
溶 于 7.5 毫升 Ms 溶液 中 ， 添 加 6 毫升 无 离子 水 。 离 心 管 的 底部 
放置 18 毫升 Ms 溶液 , 而 上 面 铺 上 一 层 被 稀释 的 悬浮 液 , 在 360g 
离心 10 分 钟 。 此 时 红血球 和 核定 量 地 被 沉淀 。 
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从 快速 沉降 的 细胞 质 网 膜 制 备 颗 粒状 细胞 
质 网 膜 和 无 颗粒 细胞 质 网 膜 


上 上 清 液 在 体积 为 50 毫升 的 离心 杯 中 ，15000g 离心 15 4} Bh, 


所 得 沉 活 悬浮 在 5~ 10 毫升 MS 溶液 中 ， 在 6.5 毫升 1.3M 蔗糖 
溶液 上 面 铺 上 一 层 12.5 BAAR, FE 1050008 离 尼 2 小 时 30 
分 钟 。 

由 于 这 样 处 理 的 结果 ， 在 沉淀 中 有 快速 沉降 的 颗粒 状 细胞 质 
网 组 分 。 而 中 间 层 为 无 颗粒 细胞 质 网 的 组 分 。 


从 沉淀 核 后 的 上 清 液 中 制备 细胞 质 网 膜 


可 用 一 般 的 方法 进行 提取 : 640g 离心 所 得 的 液体 再 在 60008 
离心 (二 次 ) 除 去 线粒体 ; 将 除去 线粒体 后 的 上 清 液 铺 层 到 蔗糖 分 
段 梯度 上 ， 和 象 上 述 的 方法 一 样 进 行 颗 粒状 细胞 质 网 膜 和 无 颗粒 的 
细胞 质 网 膜 的 分 离 。 

这 个 方法 可 以 得 到 在 质 芋 不 同 的 二 种 类 型 的 细胞 质 网 膜 ， 每 
一 种 类 型 都 含有 无 颗粒 细胞 质 网 膜 和 颗粒 细胞 质 网 膜 。 使 用 这 个 
方法 细胞 质 网 膜 的 损失 是 30~40% 

Adelman 和 其 同事 《1973) 提出 了 -个 制备 膜 的 方法 ， 该 法 
可 以 将 除去 线粒体 后 的 上 清 液 中 的 膜 的 产量 提高 到 50%, 用 不 会 
离子 的 浓 蔗 糖 溶 液 来 进行 提取 , 再 将 线粒体 沉淀 重复 悬浮 二 次 后 ， 
再 将 所 得 悬浮 液 离心 的 方法 可 以 做 到 这 一 点 。 但 是 这 个 方法 也 不 
是 没有 缺点 的 。 特 别 是 该 法 制备 除去 线粒体 后 的 上 清 液 的 操作 时 
间 太 长 ,不 可 能 得 到 大 量 的 膜 , 并 且 用 这 个 方法 所 提取 到 的 膜 会 被 
深 酶 体 和 过 氧化 物 酶 体 的 酶 所 污染。 


“376 。 


鼠 的 唾液 腺 神经 组 织 生长 因子 的 提取 
H. A. 有 yspMHUeBa 


神经 组 织 生 长 因子 (CQPHT), 首先 在 鼠 的 肉瘤 180 和 37 中 发 
现 ， 它 能 增强 交感 和 胚胎 感觉 神经 细胞 的 生长 和 分 化 。 以 后 又 在 
紫 毒 和 鼠 的 唾液 腺 中 发 现 BOPHT， 并 且 其 量 比 肉 瘤 中 大 得 多 。 已 
证 明 它 是 蛋白 质 性 质 的 活性 物质 (Cohen，1960)。 

从 出 生 的 第 一 天 开始 给 动物 注射 BOPHT， 会 引起 交感 神经 系 
统 的 亢进 。 但 是 出 生 后 注射 BPHT 不 影响 感觉 神经 结 , 因为 只 是 
在 肥 胎 时 期 感 党 细胞 对 是 PHT 敏感 的 。 

对 PPAT 专 一 的 抗体 引起 交感 神经 节 的 破坏 。 

4 Ms IM DPHT 到 培养 交感 或 者 胚胎 感觉 神经 节 的 培养 基 中 ， 
引起 它们 纤维 的 辐射 生长 。 在 培养 基 中 神经 节 的 周围 纤维 的 轮 图 
可 以 有 不 同 的 大 小 和 密度 , 这 是 由 于 PHT 的 浓度 不 同 而 决定 的 。 
这 个 现象 可 用 来 测定 被 研究 的 液体 中 DPHT 的 含量 。 


测定 pPHT 的 活性 


试剂 和 材料 : 凝血 酶 , 培养 基 No.199, 公鸡 的 血浆 。 

在 提取 OPHT 过 程 中 用 T~9 天 鸡 胚 感觉 神经 节 培 养 物 按照 
Levi-Montalcini,Hamburger (1953) 的 方法 测定 OPHT 的 生物 
活性 。 

将 鸡 胚 感觉 神经 节 放 到 一 滴 深 液 内 ， 此 洲 液 含有 0.025 毫升 
公鸡 血浆 ,0.025 毫升 凝血 酶 溶液 ( 深 于 199 培养 基 中 , 0.05 SE be / 
EFT), 0.025 毫升 待 测 液 。 样 品 在 STC PRY 18 小 时 , 如 在 待 测 液 
中 存在 BOPHT， 则 在 保温 后 能 够 观察 到 从 神经 节 长 出 来 的 轴 突 辐 
射 生长 。 所 形成 轮 圈 的 密度 和 宽度 与 所 存在 的 PHT 的 量 成 正 
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比 , 按照 0 到 +4 的 5 个 等 级 来 评定 。dPHT 的 生物 单位 〈1 个 生 
物 单位 ) 定 为 在 1 毫升 培养 基 中 含有 这 样 的 DBPHT 量 ， 这 个 量 在 
18 小 时 保温 时 能 引起 感觉 神经 节 二 3 的 反应 。 


PHT BY f= 取 


试剂 : 7 Lowry 方法 测定 蛋白 质 用 的 溶液 ; MRA 氯 化 钙 ， 
磷酸 所 二 钠 ; Sephadex G-100 和 G-150, 

作为 提取 COPHT 的 材料 是 用 鼠 的 唾液 腺 , 因为 在 此 腺 体 中 含 
有 这 个 活性 物质 较 多 。 下 面 所 述 的 提取 OPHT 的 方法 是 Varon 
和 其 同事 (19677) 所 采用 方法 的 改良 法 。 

将 20 克 重 的 雄性 成 年 小 鼠 的 俩 下 唾液 腺 在 330 SFY 
饮水 内 匀 浆 。 按 Lowry 的 方法 测定 匀 浆 中 蛋白 质 的 量 是 2400 这 
bE WLR 28)。 匀 浆 在 180008 离心 30 分 钟 , HAE, 

从 含有 约 1500 毫克 总 蛋白 质 的 上 清 液 中 用 饱和 硫酸 匀 深 波 
《用 氮 水 调节 到 pH 7.0) 沉淀 蛋白 质 的 活性 组 分 。 活 性 蛋白 质 在 
0.5~0.75 硫酸 匀 饱 和 度 时 被 沉淀 下 来 。 在 上 清 液 中 建立 0.5 硫 
MAIR G GR 10 FARA MK MT 10 毫升 离心 液 计 
算 ), 混合 液 放 在 冰 库 内 工 小 时 。 然 后 离心 30 分 钟 , FHKE, 
上 清 液 重 新 添加 硫酸 铵 溶液 到 0.75 饱和 度 10 毫升 离心 液 添 加 
10 SF ARBRE), ARK ARE 3 小 时 , 然后 离心 。 在 
沉淀 中 约 含有 950 毫克 和 蛋白质， 此 沉 省 具有 生物 活性 。 将 沉淀 分 
为 二 个 等 量 的 部 分 , 各 溶 于 10 毫升 水 内 ， 用 氨水 调 pH #7.0 £ 
Sephadex G-100 柱 ( 柱 长 125 厘米 , 直径 4 厘米 )。 用 PH7.0 的 
水 平衡 和 洗涤 柱 。 流 速 是 40~50 毫升 /小 时 。 在 CO-4 分 光 光 度 
计 波 长 280nm 测定 溶液 的 光 密 度 。 在 生物 学 上 有 活性 的 蛋白 质 
是 在 洗 脱 曲线 (G-100 组 分 ) 的 第 一 峰 中 。 

二 个 C-100 组 分 中 的 每 一 个 组 分 都 含有 约 85 SEAM, 让 


0 


fit AT 4 A ae 8 BE AR GY EE, PRE AK A RG HR Ca PO, - 
2H29， 它 是 氧化 钙 和 磷酸 氢 二 钠 混 合 时 所 析出 的 沉 演 。 为 了 装 
填 一 根 柱 所 需 的 羟基 础 灰 石 的 量 可 取 300 毫升 0.25 MALES 
WK Al 300 2E Ft 0.25 MBE RA AA MOR A, AMM iE pH 
7.0 的 水 洗涤 ， 接 着 倾 析 ， 然 后 把 它 装 到 柱 上 《〈 柱 长 20 BOK, 直 
径 2 厘米 )。 磷 酸 钙 盐 的 结晶 呈 星 状 ， 由 于 它 有 巨大 的 表面 ， 所 以 
能 很 好 的 吸附 蛋白 质 。 


表 28 从 小 鼠 唾 液 腺 提取 中 PHT 


蛋白 质 的 总 量 Bb iy j Ria ra dd 中 PHT 总 量 ， 


J OR 2400 2000 0.500 4.8 
上 清 液 1560 2756 0.366 4.3 
0.7 饱 和 度 的 硫酸 948 3375 0.300 3.2 
SR ULE AA 57 

G-100 组 分 174 16667 0.060 2.9 
FEL BIR GE 28 57 93 26881 0.037 2.5 
G-150 415) 42 52381 0.019 2.2 


#2 G-100 组 分 150~200 2 Ft EPI AEE EL, RUG 
按 次 用 0.01M,， 0.05M 和 0.1M BER — Sh (PHT) WOK RHETT HE 
脱 。 溶 液 从 柱 中 流出 的 速度 是 6O~70 毫升 /小 时 。 在 生物 学 上 有 
活性 的 蛋白 质 组 分 , 可 用 0.05 磷酸 二 氢 钠 洲 液 洗 脱 下 来 

从 二 根 羟 基础 灰 石 柱 洗 脱 下 有 活性 的 组 分 合并 。 组 分 中 的 蛋 
白质 用 0.7 饱和 度 的 硫酸 狠 溶 液 LPH7) 沉 淀 。 

在 硫酸 匀 洲 液 中 的 制剂 可 在 冰 库 内 一 直 保 存 到 最 后 阶段 用 
Sephadex G-150 凝 胶 过 滤 。 为 些 , 将 混合 液 离心 ,沉淀 溶解 在 3 
毫升 水 内 (PH7.0), 上 到 Sephadex G-150 柱 上 ( 柱 的 长 95 厘米 ， 
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直径 2.5 厘米 )。 上 柱 的 蛋 自 质量 是 90 毫克 。 用 PHT 的 水 平衡 
和 洗涤 柱 。 流 速 是 20~25 毫升 /小 时 。 具 有 生物 活性 的 蛋 和 白质 组 
分 是 在 洗 脱 曲线 Cc-150 组 分 ) 的 第 一 峰 位 。 这 个 组 分 的 蛋白 质 ( 将 
近 42 毫克 ) 冷 冻 干 燥 后 保存 在 冰箱 中 。 

从 表 28 所 示 的 数据 可 见 ， 最 后 的 纯化 产物 的 比 活 力 〈G-150 
组 分 ) 大 于 52000 生物 单位 / 工 剖 克 和 蛋白质。 因 些 ， 一 个 生物 学 
单位 相当 于 0.02 微克 和 蛋白质。QPHT 的 比 生物 活力 的 值 与 另外 
一 些 作 者 所 得 的 结果 相符 合 (Varon et al，1967)。 在 组 分 G-150 
中 的 活性 蛋白 质 其 纯化 程度 比 唾液 腺 的 匀 浆 液 提 高 了 25~30 FF. 

所 得 蛋白 质 在 超 离 心 沉 降 时 得 到 一 个 不 对 称 的 峰 。 占 全 部 物 
质 85~90 狗 的 主要 组 分 的 沉降 系数 是 7.1s。 

用 上 述 方法 制备 的 PHT 制剂 有 很 高 的 生物 活性 , 并 对 小 鼠 
没有 毒性 。 


用 微 孔 滤 膜 分 级 分 离 标记 的 细胞 大 分 子 的 方法 
O. IO. AOakymosBa 


POCA FE Bi AE) BO TE FB) 12 BY FE J A, 脂肪 和 
动物 细胞 的 其 他 大 分 子 的 合成 研究 中 。 通 常 要 求 用 一 定 类 型 的 大 
分 子 的 专 一 前 体 ， 标 记 物 挨 入 到 这 些 大 分 子 中 去 的 测量 可 归结 为 
大 分 子 的 提取 和 测 其 比 放 射 性 。 但 是 为 了 研究 物质 代谢 的 不 同方 
面 , 特别 当 应 用 致癌 或 者 化 疗 的 物质 时 ,或 是 应 利用 可 挫 六 到 所 有 
细胞 大 分 子 中 去 的 非 专 一 的 放射 性 前 体 ， 或 是 应 用 在 烷 基 或 者 在 
氨 甲 酰基 中 含有 MC 的 化 合 物 ， 和 能 使 所 有 细胞 的 大 分 子 进行 烷 
化 作用 或 者 进行 氮 甲 酰基 化 作用 的 物质 。 当 测定 这 些 物 质 挫 入 到 
大 分 子 的 情况 时 ， 必 须 提 取 和 纯化 每 一 种 被 研究 的 分 子 的 类 型 
CRNA，DNA,， 脂 肪 , 蛋白 质 )。 可 利用 微 孔 滤 膜 分 级 分 离 细胞 的 大 
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分 子 。 Schmidt 和 Thannhauser 和 Schneider 的 经 典 方法 是 这 个 
方法 的 基础 ,但 把 这 个 经 典 方 法 作 了 一 些 改 良 , 为 的 是 使 某 一 类 型 
的 大 分 子 的 最 后 所 研究 的 组 分 被 细胞 的 其 他 物质 的 污染 减少 到 最 
低 的 限度 。 


试 fl 


5% ,10%, 20% All 50% TCA 溶液 。 
| 70% ZB; 0.5M NaOH yk; 20% Triton X-100; 乙醚 ( 麻 
READ > 

甲苯 闪烁 液 ; 3.5 克 PPO 和 0.1 克 POPOP WFIF HE, 

YA WR A.0.25M je, 5mM MgCl, 50mM KCI, 25mM Tris- 
HCL 缓冲 液 (pPH7.6)。 

/溶液 了 :Im MgCl;, 10m 磷酸 钾 缓 冲 液 (PHT7.4)。 

Bpea WM: 400 毫升 二 氧 已 环 ，100 毫升 甲醇 (或 者 乙醇 )，10 
ZF; ZR, 30 克 升 华 结 晶 的 茜 ,2 GE PPO 和 0.2 FE POPOP, 

膜 (CPIarop) 的 或 者 捷克 制 的 微 孔 滤 膜 Aufs (No.3)， 和 孔径 
1.5 微米 。 


匀 浆 物 的 制备 和 它 的 分 级 分 高 


被 研究 的 组 织 或 者 器 官 加 3 倍 体积 的 溶液 A Gi MAA 
重量 比 寺 克 / 毫 升 ) 在 冷 处 用 带 有 聚 四 氟 乙 烯 研 桂 的 匀 浆 器 中 进行 
SR, 匀 浆 物 按 下 面 图 解 进行 分 级 分 离 。 

在 分 级 分 离 时 应 准确 的 称 重 器 官 和 组 织 ， 并 测量 匀 浆 液 和 每 
一 组 分 的 体积 ， 这 对 于 下 一 步 将 大 分 子 的 放射 性 换算 成 每 1 克 湿 
Bas 1 SRAAN DNA 是 必需 的 。 将 核 的 沉淀 和 线粒体 的 沉 
省 悬浮 在 溶液 A 中 。 多 聚 核糖 体 的 沉淀 悬浮 在 冰 水 内 和 对 溶液 也 
透析 2 一 12 小 时 。 


2 


ye <— 4% 
(< 粗 的 > 核 ) |soog,10 分 钟 


+2%Triton ， 上 清 液 
沉淀 <—\X-100 (Su s)15000g, 15 分 钟 
〈《 纯 核 ) 8008, 10 分 钟 于 下 


上 清 液 (细胞 质 十 核 和 细胞 膜 ) | 《线粒体 和 深 酶 体 ) 


上 清流 
(Ss) (细胞 质 11) 


rik (eae w IK, 核 _，| £2% Triton X-100 
Wik, BEBE LAL LD) < Se +-0.05.M MgCl 


胞 液 
(+tRNA, 蛋白 质 , 脂 类 物质 , 质 膜 ) 

从 每 一 组 分 中 挑选 出 12 个 试 样 。 每 一 个 试 样 为 "051 毫升 ,把 
它们 放 到 冰 浴 中 , 添加 2 毫升 冰 水 和 2 BMA TCA, 在 OCH E 
30 分 钟 。 然 后 把 三 个 试 样 用 滤 膜 获 得 沉淀 , 沉淀 用 5 和 TCA 溶液 
洗涤 二 次 , 或 者 用 乙醇 干燥 , 或 者 在 红外 线 灯 下 在 50~60°C FAR, 
在 滤 膜 上 所 得 的 沉淀 含有 全 部 标记 的 大 分 子 CRNA, DNA, 脂 类 
物质 , 蛋白 质 )。 

剩 下 的 9 个 试 样 在 30008 离心 10 分 钟 , 收集 上 清 液 用 来 测量 
酸 溶性 组 分 的 放射 性 。 向 沉淀 添加 3 毫升 70 多 乙醇 和 在 室温 中 放 
置 30 分 钟 。 所 得 的 沉淀 二 次 悬浮 在 乙醇 中 , 接着 在 ,40?C 保温 10 
分 钟 。 把 9 个 试 样 中 的 3 个 放 到 滤 膜 上 进行 干燥 。 沉 淀 中 含有 
RNA、DNA 和 蛋白质 , 而 脂 类 物质 组 分 在 用 乙醇 处 理 时 已 除去 ， 

把 剩 下 的 6 个 试 样 在 30008 离心 5 分 钟 除去 乙醇 志向 每 一 个 
沉淀 添加 2 毫升 0.5MNaOH 溶液 。 试 样 在 恒温 器 中 放 37°C40 分 
钟 ， 在 这 段 时间 内 试 样 中 所 有 的 RNA( 只 有 了 NA) 被 水 解 和 转变 
为 酸 溶性 的 状态 。 水 解 结束 后 将 试 样 放 到 冰 浴 中 , 向 它们 添加 0.6 
毫升 50% TCA 溶液 。 在 冰 浴 中 保持 30 分 钟 后 ，6 个 试 样 中 的 号 
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个 在 滤 膜 上 沉淀 ， 用 5% TCA 溶液 洗涤 二 次 , 将 滤 腊 干燥。 在 沉 
淀 中 有 和 蛋 白质 和 DNA, 

剩 王 的 三 个 试 样 在 3~40008 离心 5 分 钟 ; HIM LIAM, IT 
淀 添加 2 毫升 5% TCA 溶液 ， 在 90 CC 加热 10 分钟， 使 DNA 水 
解 。 然 后 将 试 样 冷却 和 在 滤 膜 上 沉淀 , 用 5% TCA 溶液 洗涤 二 次 。 
iL PAB PEAR, 

经 透析 后 测定 多 聚 核糖 体 溶液 内 物质 的 浓度 和 制剂 的 纯度 
(B. JI. Jlefitun, M. Vi. JIepwxaH，1969)， 然 后 选取 6 个 试 样 ， 每 
个 试 样 为 0.1~0.5 毫升 ， 含 有 1 一 1.5 毫 区 多 聚 核糖 体 。 向 3 个 
试 样 添加 3 毫升 10 和 多 TCA 溶液 , 放 到 冰 浴 中 30 分 钟 和 在 滤 膜 上 
沉淀 ， 而 向 剩 下 的 3 个 试 样 添加 2 毫升 0.5M NaOH 溶液 以 水 解 
RNACH ET), RNA 水解 后 在 滤 膜 上 沉淀 核糖 体 的 蛋白 质 。 根 
据 水 解 前 后 沉 放 的 放射 性 差异 测定 核糖 体 下 NA 放射 性 值 。 

所 得 沉 深 的 放射 性 可 在 闪烁 计数 右上 在 甲苯 闪烁 体 中 测量 。 
酸 洲 性 组 分 的 放射 性 是 在 用 乙醚 除去 组 分 中 的 TCA 后 再 进行 测 
定 的 。 用 Bpea 溶液 作为 闪烁 体 。 为 了 计算 各 种 类 型 大 分 子 的 放 
射 性 可 应 用 下 列 的 推理 过 程 。 

如 果 以 A 代 表 在 滤 膜 上 所 有 大 分 子 的 放射 性 和 以 ai 代表 除 


去 脂肪 以 后 过 滤 膜 上 的 放射 人 性， 那么 (全 一 aa) = 脂 类 物质 的 总 放 


射 性 。 

MR a. 代表 除去 RNA 后 滤 膜 的 放射 性 ， 那 么 (al 一 az)= 
RNA 的 放射 性 。 

如 果 以 as 代表 除去 DNA 后 滤 膜 上 的 放射 性 A FEA 
质 的 放射 性 , 那么 \az 一 as)=DNA 的 放射 性 。 

按 Blobel, Potter 改良 的 Fleck, Munro # (M. IT. Tpygo- 
ITr06oBa， 见 第 296 页 ) 测定 匀 浆 物 中 各 个 组 分 的 RNA ff DNA 
含量 , 按 Lowry 的 方法 测定 和 蛋 折 质 的 量 。 计 算 放 射 性 的 量 (\ 以 每 毫 
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表 29 当 用 10% 20% WM TCA 溶液 沉淀 时 由 小 鼠 不 
同 组 织 的 各 个 组 分 中 能 用 乙醇 抽 提 出 的 RNA 量 
(以 RNA 总 的 标记 的 百分数 来 表示 ) 


10%TCA 溶液 | 20%TCA 溶液 


IAD - 26 21 
So-8 | 27 29 
小 鼠 肝 脏 23 7 
20 9 
14 3 
RO LEE: wd 
20 11 
37 a) 
肝癌 22A 37 33 
47 32 
0 0 
24 3 
MOPC-21 了 
28 29 
小 鼠 脾脏 9 10 
小 鼠 肾 及 32 9 


克 组 织 的 DNA 每 分 钟 的 脉冲 数 来 表示 )。 同 样 计算 RNA,DNA 
和 和 蛋白 质 的 比 放 射 性 ， 也 是 以 各 自 的 大 分 子 每 毫克 每 分 钟 的 脉冲 
数 来 表示 。 

上 面 介 绍 的 测定 细胞 大 分 子 的 放射 性 的 方法 有 一 个 不 足 之 
Kb: 当 用 乙醇 抽 提 脂 类 物质 时 ， 部 分 RNA 与 它 一 起 被 提取 出 来 
(Hallinan et al., 1963), 虽然 人 ennell (1970) rR, 44 10% 
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或 者 更 高 浓度 的 TCA 沉淀 大 鼠 肝 脏 匀 浆 物 的 酸 溶性 组 分 时 了 NA 
损失 很 少 或 者 没有 损失 , 但 我 们 所 得 的 数据 \ 如 表 29 所 示 ) 却 证 明 
当 用 10% ke 20% TCA 溶液 沉淀 时 ， 用 乙醇 可 从 不 同 组 织 和 亚 
细胞 组 分 中 抽 提 出 不 同 程度 的 RNA。 因 此 ， 在 每 一 具体 的 情况 
下 必须 测定 被 乙醇 抽 提 的 RNA 的 量 ， 而 作 相 应 的 修正 。 为 了 进 
行 这 样 的 测定 ， 给 动物 注射 标记 的 RNA 前 体 〈!C- 乳 清 酸 或 者 
+L= 尿 喀 啶 ) 后 20~24 小 时 ， 然 后 按 上 面 所 建议 的 流程 对 组 织 和 
器 官 进行 处 理 。 测 定 用 乙醇 抽 提 前 后 的 RNA 的 放射 性 并 计算 与 
脂 类 物质 一 起 抽 提 出 来 的 RNA 的 百分比 。 如 果 不 可 能 进行 这 样 
的 修正 , 那么 必须 将 RNA 组 分 和 脂 类 物质 组 分 的 放射 性 合并 ,而 
且 只 能 测定 它们 的 总 放射 性 。 


放射 自 显影 方法 
VY. Jl. Beasesa 


放射 目 显影 方法 是 一 种 记录 放射 性 的 方法 ， 光 化 学 反应 是 这 
个 方法 的 基础 。 最 近 在 生物 化 学 研究 中 放射 自 显影 越 来 越 成 为 对 
其 它 放 射 性 检测 法 的 当然 补充 法 。 这 可 用 下 列 事实 来 解释 : 第 一 ， 
用 放射 目 显 影 方法 能 够 准确 定位 ， 放 射 性 同位 素 标记 的 前 体 挫 六 
到 茶 一 组 织 的 什么 成 分 中 , 可 以 观察 组 织 系统 内 部 标记 物 的 位 移 ; 
某 些 同位 素 有 可 能 定 出 代谢 产物 挨 入 到 细胞 的 各 个 成 分 〈 核 或 者 
细胞 质 , 核 仁 , 各 个 染色 体 甚至 染色 体 一 定 的 部 位 ) 中 的 确切 位 置 。 
第 二 , 用 这 个 方法 有 可 能 记录 少量 放射 性 元 素 的 斤 入 , 这 个 量 是 用 
一 般 物 理 仪 器 所 不 能 检 出 的 。 第 三 ， 同 位 素 自 显 影 有 可 能 发 现 标 
记 前 体 进 入 到 只 有 用 显微镜 才能 观看 的 物体 上 去 的 挫 入 作用 并 比 
BEI HEB AH) GR BE 

应 用 特殊 的 照相 乳胶 (这 种 乳胶 称 为 核 乳 胶 ) 它 不 同 于 一 般 的 
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照相 乳胶 , 具有 很 小 的 省 化 银 颗粒 , 并 且 有 极 大 的 明胶 饱和 密度 )》， 
放射 自 显 影 研究 法 可 以 记录 注入 到 组 织 和 细胞 中 的 放射 性 同位 素 
的 训 变 。 细 胞 和 组 织 与 核 乳 胶 接 触 \ 曝 光 ) 时 ， 细 胞 内 的 放射 性 元 
素 象 光线 一 样 , 能 引起 覆盖 在 细胞 表面 的 乳胶 发 生 光 化 学 反应 。 

这 个 反应 的 实质 为 : 同位 素 的 a- 或 者 B- 粒 子 破 坏 了 乳胶 省 
化 银 唱 体内 的 静电 和 平衡， 因而 在 乳胶 省 化 银 的 表面 就 积累 起 银 离 
子 , 这 些 银 离子 能 将 还 原 性 银 转变 为 银 原 子 。 在 曝光 时 所 生成 的 这 
些 大 量 金属 银 称 为 潜 影 。 乳 胶 显 影 的 过 程 中 在 潜 影 (显影 中 心 ) 区 
域内 发 生 了 大 量 银 离 子 快速 的 还 原 ， 由 此 生成 的 金属 银 的 颗粒 其 
大 小 为 零点 几 微 米 到 工 微米 ， 在 光学 显微镜 下 可 以 清晰 地 看 到 呈 
黑色 的 颗粒 。 3 

放射 自 显影 的 研究 中 使 用 的 主要 是 具有 CHR CBP) 的 
同位 素 , PUN CNC), jMCH), BECP) ARCS), 24 FA xe Zee fir 
素 工作 时 必须 考虑 它们 的 半 训 期 的 长 得 和 BAe MCA 
半衰期 是 5700 年 , sH 一 12.4 年 , 35S 一 87.1 天 和 32P 一 14.3 天 由 
F MC 和 也 有 很 长 的 半衰期 ， 因 此 用 这 些 同 位 素 工作 是 很 方便 
的 ,因为 在 很 长 的 时 间 内 能 使 放射 性 维持 在 几乎 恒定 的 水 平 。 
CB- 粒 子 的 能 量 决 定 它们 在 核 乳 胶 内 行程 的 长 度 ， 也 次 定 了 它 

的 分 辨 率 ; 行程 越 短 ， 这 个 方法 的 分 辨 率 越 高 。 还 原 性 银 粒 的 线 

性 分 布 《每 个 B- 粒 子 在 乳胶 中 所 呈 的 行程 ) 的 总 和 称 为 径 迹 
Mtrack)。 上 述 的 同位 素 中 ”了 B- 粒 子 具 有 最 大 的 能 量 , BAR 
中 这 些 B- 粒 子 分布 在 几 个 毫米 的 距离 内 。*S 和 MC 的 BAF A 
有 比较 小 的 能 量 ， 在 乳胶 中 通过 的 距离 在 20 微 米 左 右 。 和 饼 的 
A- 粒 子 具 有 最 低 的 能 量 ， 这 种 粒子 在 乳胶 中 分 布 距离 是 1 微米 ， 
它们 的 一 个 径 迹 可 能 是 代表 金属 银 的 一 个 微粒 。 

MC 和 °H 有 很 长 的 半衰期 “HH 有 高 的 分 辨 率 ， 由 于 碳 和 和 氧 是 
所 有 有 机 化 合 物 的 组 成 成 分 《用 这 些 元 素 的 同位 素 可 以 标记 大 量 
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RII), 或 由 于 这 二 种 同位 素 在 应 用 上 十 分 方便 ,因此 经 稼 用 
它们 作 放 射 自 显影 。 

带 有 放射 性 同位 素 的 组 织 和 细胞 标本 ， 用 覆盖 于 其 表面 的 乳 
胶 以 还 原 性 银 微粒 加 以 记录 的 方法 称 为 组 织 放射 自 显影 或 简称 目 
显影 。 


获得 自 显 影 的 步骤 


第 工 阶段 。 首 先 将 含有 放射 性 同位 素 的 代谢 物 引 入 有 机 体 或 
者 培养 基 中 ， 追 踪 放 射 性 同位 素 挫 入 到 一 定 细胞 或 者 组 织 结构 的 
组 分 中 去 的 过 程 。 最 好 这 个 代谢 产物 是 很 专 一 的 前 体 ; 被 引入 的 前 
体 的 比 放射 性 是 高 的 ， 而 引入 的 放射 性 剂量 并 不 天 。 低 剂量 放射 
性 的 记录 完全 是 可 能 的 , 因为 在 长 时 间 的 曝光 后 , 由 同位 素 发 射 的 
辐射 脉冲 可 得 到 积累 。 

第 开 阶 段 。 同 位 素 挫 入 后 要 经 过 一 定 的 时 间 后 (时 间 长 短 决定 
于 所 研究 的 任务 ), 才能 将 组 织 块 或 者 细胞 悬浮 液 涂 片 固定 。 经 党 
应 用 Carnoy 氏 液 作为 组 织 块 的 固定 剂 (该 液 的 成 分 为 酒精 : 氧 仿 : 
冰 醋 酸 二 一 6:3:1; 固定 时 间 2~3 小 时 )， 而 对 于 细胞 悬浮 液 涂 片 
的 固定 是 应 用 冰 醋 酸 同 酒精 的 混合 液 (3:1; LO~15 分 钟 )。 组 织 块 
用 石蜡 包 埋 然后 进行 切片 , 切片 的 厚度 是 ~7 BOK, 

第 亚 阶 段 。 这 个 阶段 是 制备 覆盖 核 乳 胶 的 标本 。 组 织 切 片 用 通 
常 的 方法 粘贴 到 载 片 玻璃 上 , 把 它 浸 到 2~-3 OP Ee HE 
的 任 一 溶剂 中 以 彻底 除去 石 螨 。 此 后 样品 用 递减 浓度 的 酒精 脱水 ， 
用 茹 饮 水 冲洗 儿 次 ,干燥 .乳胶 的 覆盖 工作 应 在 干燥 后 立即 进行 (不 
要 放置 1 天 以 上 ), 因为 除去 石蜡 后 的 切片 在 空气 中 易 发 生 皱 裂 。 

第 I 阶 段 。 所 有 以 下 的 步骤 ( 即 用 核 乳 胶 覆 盖 样 品 , 样品 的 显 
影 和 定 影 ) 应 在 照相 室内 用 有 黄 - 绿 滤 光 片 (No. 117 或 者 118 ) 的 
灯 下 进行 , 并 且 离 开 灯 光 尽 可 能 远 些 。 
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目前 为 了 使 放射 自 显影 后 能 用 光学 显微镜 对 样品 进行 检查 ; 
可 使 用 两 种 核 乳 胶 。NM 型 乳胶 是 微粒 型 乳胶 ， 而 卫 型 乳胶 具有 较 
大 的 颗粒 ， 了 P 型 的 乳胶 还 原 性 银 的 颗粒 大 小 能 够 达到 工 微米 。 这 
二 种 乳胶 中 选择 那 一 种 为 宜 决定 于 研究 的 任务 。 如 果 必 须 弄 清楚 
标记 的 前 体 挫 入 到 细胞 的 各 个 结构 组 分 中 的 过 程 , 那么 , 当然 最 好 
应 用 M 型 乳胶 。 

加 慑 胶 到 样品 上 的 方法 是 多 种 多 样 的 ， 但 是 最 简单 和 快速 的 
方法 是 把 样品 浸入 到 熔化 的 乳胶 中 。 

在 烧杯 内 熔化 乳胶 , 烧杯 应 浸入 到 恒温 水 浴 中 (37~38sC) 乳 
胶 加 热 不 应 超过 40*C,， 因 为 这 会 大 大 增加 底 色 一 一 没有 挨 六 的 还 
原 性 放射 性 同位 素 银 颗粒 的 量 。 用 加 热 到 上 述 同 样 温度 的 蒸馏 水 
稀释 熔化 了 的 乳胶 , 通常 按 1:1 BEATE, ORE A SLR 
出 让 乳胶 从 样品 中 稍微 流下 ， 氛 干 玻璃 片 的 反面 ,将 它 水 平 放置 ; 
使 其 干燥 。 在 室温 下 放置 儿 小 时 (3~-8 小 时 ) ESL BAER, Ob 
曝光 , 把 样品 用 黑 纸 包 庄 后 放 在 一 个 特制 的 箱子 内 ?用 黑 纸 包 右 的 
样品 可 以 从 上 暗室 内 拿 出 。 通 常 在 42°C 让 样品 曝光 “〈 放 在 冰箱 下 面 
的 架子 上 )。 上 曝光 的 时 间 一 方面 依赖 于 所 挫 入 前 体 的 比 放射 性 强 
度 和 注入 的 放射 性 剂量 , 另 一 方面 依赖 于 乳胶 的 灵敏 度 ; 每 批 乳 胶 
的 灵敏 度 是 不 同 的 ， 所 以 每 批 乳 胶 的 最 适 曝光 时 间 都 应 通过 实验 
来 确定 。 测 定时 用 乳胶 及 覆盖 儿 个 额外 的 样品 ， 预 先 和 其 他 样品 
分 开 把 它们 单独 显影 。 实 际 上 曝光 的 时 间 根 据 不 同情 况 可 以 大 交 
天 到 几 个 月 。 

第 V 阶段 。 曝 光 结 束 后 样品 在 二 氨 酚 显影 剂 或 者 甲 胺 酚 - 茉 
二 酚 显 影 剂 中 显影 。 甲 胶 酚 - 苯 二 酚 显 影 剂 的 组 成 成 分 : 甲 胺 酚 
克 , 无 水 硫酸 钠 75 克 ( 如 为 结晶 硫酸 钠 150 克 ), AM 8 克 ; 无 水 
碳酸 钠 40 克 ( 如 为 结晶 碳酸 钠 110 克 )， 溴 化 钾 5 克 ,， 溶 于 工 升水 
中 。 将 上 述 物质 顺 次 溶解 在 40~50°C 的 热 燕 饮水 中 。 把 配 好 的 
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i HE YS WR PR FF TE AL AS eb EY) SS, 放置 在 冰箱 内 , 使 用 前 用 
ARB KAR 1:2 稀释。 显影 后 的 标本 用 水 稍微 漂洗 一 下 ,在 30% 硫 
代 硫 酸 钠 溶 液 中 定 影 显影 液 和 定 影 液 的 温度 不 应 超过 18~20"C。 
显影 的 时 间 是 3~4 分 钟 〈 当 延长 显影 时 间 时 本 底 颗 粒 的 量 大 大 
Hi), 定 影 时 间 应 该 长 于 显影 时 间 1.5~2 倍 。 定 影 以 后 样品 用 
流动 自来水 冲洗 1O~15 分 钟 。 

第 克 阶 段 。 已 洗 去 硫 代 硫 酸 钠 的 样品 , 可 以 马上 用 任 一 组 织 学 
染料 染色 。 当 用 苏 木 精 染色 时 应 该 避免 染色 过 度 ， 因 为 在 暗 蓝 底 
色 上 银 颗 粒 常常 看 不 大 清楚 。 被 染色 的 样品 通过 浓度 递增 的 酒精 ， 
石炭 酸 - 二 甲 匠 ， 二 甲苯 漂洗 后 (2~3 份 ) 封存 在 树胶 中 。 应 该 有 
足够 长 的 时 间 把 样品 浸 在 绝对 酒精 G15~20 分 钟 ) 和 二 甲 茉 GOW 
40 分 钟 ) 中 , 以 保证 乃 胶 明胶 的 脱水 。 

至 此 放射 自 显影 的 制作 已 告 完 成 ， 可 以 在 显微镜 下 对 它 进行 
研究 。 

我 们 所 有 叙述 的 自 显影 方法 ， 能 够 利用 来 定性 记录 在 细胞 结构 
内 放射 性 同位 素 的 存在 。 用 这 个 自 显影 的 方法 可 以 回答 下 面 这 些 
问题 : 在 标记 前 体 注 入 的 瞬间 ， 在 该 细胞 内 是 否 有 DNA 的 合成 
CH= fag irene IB A) 或 者 在 注射 一 定 剂量 的 放 线 菌 素 D 后 ， 
RNA 合成 GH-SR men A) 的 抑制 发 生 在 哪 一 种 核 结 构 中 
《是否 主 要 发 生 在 核 仁 内 ), 和 一 系列 其 他 的 问题 (4. TL. Bemsesa, 
H gap. 1971.), 

如 果 必 须 定量 分 析 所 得 的 结果 ， 那 么 自 显影 的 制备 要 求 遵 守 
一 系列 其 它 的 条 件 。 

当 比较 标记 前 体 物 挫 入 到 不 同 生物 体 细胞 系统 或 者 在 离 体 实 
验 时 标记 的 前 体 物 挨 入 到 不 同样 品 的 细胞 中 去 的 强度 时 ， 在 这 种 
情况 下 所 应 用 的 前 体 必 须 具 有 同样 的 比 放 射 性 强度 ， 注 射 同样 的 
剂量 ， 注 射 放射 性 同位 素 后 组 织 块 和 细胞 悬浮 液 的 涂 片 的 固定 也 
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经 过 同样 的 时 间 。 所 有 标本 应 该 用 同一 种 乳胶 覆盖 ， 在 同样 条 件 
下 曝光 和 显影 。 当 比较 所 标记 前 体 物 挨 入 强度 时 ， 切 A BE ae 
切片 的 乳胶 不 一 定 要 一 样 厚 。 计 算出 标本 中 细胞 的 一 定 部 位 〈 核 
或 者 细胞 质 ) 的 单位 面积 上 银 粒 的 数目 。 

当 定 量 分 析 MC RAS 标记 前 体 物 的 挫 入 时 ,被 比较 的 结构 
的 切片 和 履 盖 切片 的 乳胶 都 必需 一 样 厚 。 

在 这 种 情况 下 要 计算 出 在 细胞 上 和 乳胶 厚度 上 的 径 迹 的 数目 。 

为 了 进一步 广泛 的 了 解放 射 自 显影 的 方法 和 它 的 应 用 ， 可 参 
看 下 面 的 参考 资料 和 文献 CH. 区 TpadeBa u gp., 1960; A. A. 
3aBap3HH，1965; O. HM. En 中 aHoBa，B. B. TepcKHX， 1969), 


大 鼠 肝 脏 组 蛋白 的 分 级 分 高 
H. B. CmupHosa 


细胞 核 的 碱 性 蛋白 质 一 一 组 蛋白 , 在 目前 引起 了 很 大 的 注意 ， 
这 是 由 于 它 具 有 重要 的 生物 学 作用 ， 特 别 是 因为 它 参 加 到 基因 活 
性 的 调节 。 因 此 必须 制订 一 些 更 完善 的 方法 ， 即 利用 这 方法 能 够 
把 组 蛋白 的 总 的 组 分 分 离 成 各 个 单独 的 组 分 。 下 面 叙述 其 中 的 一 
个 方法 。 Johns 所 建议 的 小 牛 胸腺 组 蛋白 分 级 分 离 的 方法 是 这 个 
方法 的 基础 ， 这 个 方法 与 现在 称 为 Johns I 的 方法 一 样 著 名 
(Johns, 1964), 


方法 的 原理 
这 个 方法 不 必 预 先 提取 总 的 组 蛋白 而 得 到 比较 大 量 的 和 类 组 
蛋白 : 组 蛋白 Fi, 赖 氨 酸 含量 十 分 丰富 , 组 蛋白 Fo, MARAE 
“ HEA F,, HARSHER, 这 几 类 组 蛋白 都 是 单一 的 蛋白 质 
(De Lange，Smith，1971) 组 蛋白 组 分 F,。 是 二 种 蛋白 质 的 混和 奋 
.330 ， 


物 。， 可 将 组 分 FE,。 分 为 含 精 氨 酸 丰 富 的 组 蛋白 Poe, ARE 
富 的 组 蛋白 FE, 两 个 亚 类 (Phillips，Jobhns， 1965)。 

组 蛋白 分 级 分 离 的 方法 是 基于 用 酒精 和 不 同体 积 的 丙酮 选择 
性 地 沉淀 组 蛋白 的 各 个 组 分 。 


mf 


Ars 0.25 M 蔗糖 ，0.025M KCl, 0.01.M MgCl, 的 0.05 M 
Tris-HCl 缓冲 液 (PH7.55)( 缩 写 为 TSS 缓 冲 液 )， 用 于 悬浮 分 离 
出 来 的 核 。 

含有 0.14M NaCl 的 0.05 M 酯 酸 钠 缓冲 液 一 一 用 作 抽 提 球 
蛋白 用 。: 

80% ZRH 0.25 M HCI 配 成 )( 把 绝对 酒精 和 1.25 人 M HCl 
溶液 混合 ， 其 体积 比 是 4:1) 一 一 用 来 选择 性 的 抽 提 组 蛋 日 
上 :十 下 >。。 

绝对 乙醇 一 一 用 来 透析 。 

0.25M HCl 溶液 一 一 用 来 抽 提 组 蛋白 Fit Fo, 

丙酮 (保证 试剂 或 者 分 析 纯 试剂 ) 一 一 用 来 沉淀 组 蛋白 了 
Fa 和 了 bo 


分 级 分 离 的 步骤 


由 于 小 牛 胸腺 含有 大 量 核 , 所 以 建议 用 它 来 分 离 各 种 组 蛋 昌 。 
当 用 大 鼠 肝 脏 进 行 分 离 时 ， 我 们 认为 最 好 是 事先 从 细胞 匀 浆 中 分 
离 出 核 ， 然 后 从 纯化 的 核 中 抽 提 组 蛋白 的 各 个 组 分 。 对 于 核 的 分 
离 可 用 Chauveau 和 其 同事 所 采用 的 改 民 法 (Chauveau et al., 
1956)， 此 法 已 由 E. M. Kegposa 和 JI. B. OpzoBa (1968) 加 以 
PL 

从 10 克 肝脏 中 分 离 核 , 在 显微镜 下 检查 它 的 纯度 ， 将 它 悬 浮 
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在 5 毫升 TSS 缓冲 液 中 (PH7.55), 为 了 抽 提 出 球 蛋 白 , 此 悬浮 液 
与 15 毫升 含有 0.14M NaCl Rem pHs. DER EA 
BEAT IK 2 分钟 。 匀 浆液 在 4 C 60008 离心 30 分 钟 。 这 一 步骤 重 
复 进 行 二 次 ， 但 是 匀 浆 时 间 改 为 30 秒 钟 ， 匀 浆液 离 必 改 为 巧 分 
钟 。 上 清 液 是 含有 球 蛋 白 的 组 分 , FH, 而 沉淀 中 含有 全 部 组 蛋 自 
组 分 , 悬浮 在 12 毫升 80 儿 乙醇 -0.25M ACL 中 。 晤 泽 液 在 4 C 振 
% 18 小 时 。 抽 提 结 束 后 悬浮 液 冷冻 离心 6000~80008 20 分 钟 。 AE 
成 的 沉淀 再 用 同样 的 方式 进行 2 次 抽 提 ， 但 是 所 用 的 抽 提 液 量 比 
原来 少 (6 毫升 ), 时 间 是 每 次 3 小 时 。 合 并 3 次 抽 提 后 所 得 的 离心 
液 ， 它 们 含有 组 蛋白 E: 和 Poa, 

为 了 进一步 把 这 些 蛋 白质 彼此 分 开 ， 经 预先 过 滤 后 的 离心 液 
在 4C 对 500 毫升 乙醇 进行 透析 22 小 时 ， (633 BER Ta Py — 次 更 换 
乙醇 。 在 透析 时 析出 白色 絮 状 物 , 这 是 含 精 氨 酸 较 多 的 组 蛋白 上 sa。 
为 了 收集 在 透析 时 所 生成 的 这 个 组 分 , 把 此 悬浮 物 在 120008 离心 
20 分 钟 。 组 蛋白 上 3 在 沉淀 中 , 沉 洗 用 少量 酒精 洗涤 一 次 , 用 丙酮 
洗涤 二 次 后 真空 干燥 。 从 10 克 湿 重 的 肝脏 中 能 够 得 到 5~6 ee 
这 种 蛋白 质 。 占 所 得 组 蛋白 总 量 〈24 一 25 毫克 ) Wy 20~23%, BR 
去 精 氨 酸 含量 丰富 的 组 蛋白 后 ， 剩 下 的 上 清 液 中 含有 组 蛋白 组 分 
Fa, FAD FE: 溶 于 酒精 中 。 为 了 使 此 组 分 沉淀 ， 在 迅速 搅拌 
下 向 上 清 液 添 加 3 倍 体积 丙酮 后 在 120008g 离心 30 分 钟 《最 好 塞 
紧 离 心 管 以 防 丙 酮 薰 发 )。 沉 演 用 丙酮 洗涤 二 次 后 真空 干燥 。 组 
4y Poa 的 产量 是 8.5~8.7 毫克 ， 占 从 10 克 肝 脏 所 提取 到 的 组 蛋 
A EE 35%, 

用 80 多 酒精 -0.254 HC! 抽 提 组 分 上 AP. 后 ， 所 留 下 的 沉 
淀 物 中 含有 二 种 组 蛋白 : Fo 和 下 ,。 将 这 个 沉淀 用 15 BH 0.25M 
AC] 溶液 在 冷库 内 振 功 抽 提 4 小 时 ; 离心 后 所 得 沉 洗 再 次 用 5 
训 升 同样 的 溶液 抽 提 1 小 时 。 将 离心 后 所 得 的 上 清 液 合并 ， 过 滤 
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和 在 室温 干 放置 15 分 钟 , 然后 在 快速 拨 拌 的 情况 下 向 它 添 加 3 信 
4 ARRAS PA, 在 带 盖 的 离心 管 中 9000~10000g 离心 30 分 钟 , 所 生 
成 的 沉淀 用 丙酮 洗涤 3 次 ， 真 空 干燥 。 这 个 沉淀 中 含有 赖 氨 酸 含 
量 极 高 的 组 蛋白 FE; 。 它 的 产量 是 4.3~4.5 毫克 ， 占 所 得 组 蛋白 
REA 16~18% , 
沉淀 掉 赖 氮 酸 含量 丰富 的 组 蛋白 后 ， 所 剩 下 的 上 清 液 中 含有 
组 蛋白 Fa, 它 的 赖 所 酸 含量 是 中 等 的 。 在 剧烈 搅拌 下 通过 添加 2 
倍 体积 的 丙酮 和 在 带 盖 的 离心 管 中 120008g 离心 30 分 钟 。 沉 活用 
丙酮 洗涤 二 次 ， 真 空 干燥 。 组 蛋白 上 的 产量 是 6 Sh, FAK 
白 总 量 的 24 儿 。 
于 面 是 大 鼠 肝 及 组 蛋白 分 级 分 离 的 图 解 ( 图 解 )。 
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胶原 蛋白 和 其 他 蛋白 质 生 物 合成 的 无 细胞 微粒 体系 统 
A. EK. PepMaH 


Aa TDR FE Be A a RE PE PE FY I Me a 
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的 不 同 因素 ， 蛋 白质 生物 合成 的 无 细胞 体系 得 到 广泛 的 应 用 。 下 
面 所 氢 述 的 是 由 鸡 胚 所 得 无 细胞 微粒 体系 统 内 胶原 蛋白 和 其 他 和 蛋 
白质 合成 的 研究 方法 ， 这 个 方法 也 能 利用 来 研究 其 他 动物 组 织 蛋 
白质 的 生物 合成 。 此 法 是 过 去 所 叙述 过 的 一 些 方法 的 改良 法 
(Hoagland et al., 1958; Sauer, Burrow, 1972), 


试剂 和 溶液 


所 应 用 的 试剂 是 光谱 纯 或 者 保证 试剂 〈 其 他 规格 的 试剂 需 预 
先 重 结晶 )。 无 标记 和 带 标记 的 氨基 酸 用 工 -型 ， 如 是 消 旋 的 氨基 
酸 ， 那 么 氨基 酸 溶液 的 浓度 应 增加 1 倍 。 标 记 氮 基 酸 的 制品 所 应 
具有 的 比 放射 性 强度 : HY > MCS SE RRO DEAS DR 100 居 里 / 克 
分 子 ， 而 对 于 也 -氨基 酸 来 说 不 应 低 于 1000~10000 居 里 /充分 
子 。 用 于 配制 内 烁 液 的 试剂 应 是 光谱 纯 或 者 “闪烁 纯 ”的 。 

所 有 溶液 都 用 重 蒸 饮水 配制 并 保存 在 2~4°C 或 者 冰冻 状态 。 

1M Tris-HCl] 溶液 (PH7.6)。2.5MKCI 溶液 ; 0.5M 醋酸 盐 
或 者 MgCl, 4M. 

19 种 无 标记 氨基 酸 溶液 (每 种 氨基 酸 浓度 1x 10 一 凤 )， 湾 液 
中 不 含有 与 标记 氮 基 相同 的 氨基 酸 ; 分 装 成 1~2 毫升 在 一 20 C 可 
保存 一 年 。 

1omM ATP 二 钠 盐 洲 液 ,用 1M KOH 溶液 中 和 ,在 一 20C 可 
保存 2 星期 。 

2mM GTP 溶液 在 一 20"C 可 保存 2 星期 。 

0.1 磷酸 肌 醇 溶液 在 一 20"C 可 保存 2 星期 。 

磷酸 肌 醇 激 酶 (4 毫克 /毫升 )。 在 实验 当天 制备 。 

1M 2- 琉 基 乙 醇 。 

标记 氨基 酸 溶液 4200 微 居 里 /毫升 在 无 苗条 件 下 在 一 20(C 
保存 。 
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1M 醋酸 溶液 。 

含有 0.19% 与 标记 氨基 酸 相同 的 无 标记 氮 基 酸 的 5% 三 氯 本 
酸 (ICA) 溶 液 。 

含有 2M NaCl Ht 8M 尿素 溶液 。 

按 工 owry 方法 测定 蛋白 质 的 溶液 。 

闪烁 液 : 15 克 2.5-—A ME we (PPO) All 50 2B Fe 1.4-G-# 
Zz) ME WA-AECPOPOP) 4 F 1 FRA, 

除了 上 述 洲 液 外 , 在 开始 实验 前 1~2 天 制备 下 面 缓冲 液 。 

rh yk A——0.25M fe ##,0.1M KCl, 5mM 镁 盐 ( 氯 化 镁 或 
者 醋酸 镁 ),0.025M Tris-HCl(pH7.6), 

缓冲 液 B 一 一 0.1MKCL 5mM #£3k, 0.025M Tris-HCl (pH 
ye $8 


微粒 体 和 翻译 因子 总 制剂 的 提取 


所 有 制备 工作 除了 特殊 规定 之 外 , 都 在 2~4°C 冷冻 离心 机 中 
进行 。 

20~30 SE ISRAA, 每 份 5~7 克 在 2.5 倍 体积 ( 克 / 毫 升 ) 缓 
冲 液 A 中 用 具有 聚 四 氟 乙 烯 研 桂 的 玻璃 匀 浆 器 进行 匀 浆 ， 匀 浆 器 
电动 机 的 转速 是 1500 转 / 分 。 匀 浆液 通过 二 层 纱 布 过 滤 ， 滤 液 在 
12000g 离心 15 分 钟 ， 此 时 核 和 线粒体 被 沉淀 。 吸 出 3/4 的 上 清 
液 在 105000g 离心 1 小时。 沉淀 〈S105- 沉 淀 ) 含有 微粒 体 。 上 清 
WK (S105- Liaw) 吸出 用 来 制备 翻译 因子 。 把 它 溶解 在 3 倍 体积 
的 冷 的 重 蒸 馅 水 中 ， 在 剧烈 的 搅拌 下 逐 滴 添 加 1M BRA, 
节 到 了 再 5.1 一 5.2。 析 出 的 沉淀 《PH 5 组 分 ) 含有 蛋白 质 翻 译 因 
子 ，tRNA,， 氮 基 酰 -tRNA- 合 成 酶 ， 在 120008 离心 15 分 钟 收集 
后 , 溶 于 4~S 毫升 缓冲 液 B 中 。 逐 滴 的 添加 1M KOH BM, WAT 
到 PH7.6。 洲 液 在 120008g 离心 5 分钟 使 其 澄清 , 吸出 上 清 液 。 吸 
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取 此 液 0.1 BAAR EEA, RIK AY LS WEE — 20°C BY RF 
一 星期 。 | 
5105- 沉 淀 用 缓冲 液 也 稍微 漂洗 一 下 ， 用 匀 浆 器 把 它 悬 浮 在 
4~5 这 升 缓冲 液 了 中 。 从 甚 泽 液 中 吸出 0.1 毫 升 用 来 测定 蛋白 
质 , 其 余 的 悬浮 液 在 一 20"C 可 保存 2~3 天 。 


蛋白 质 合 成 的 无 细胞 系统 
无 细胞 系统 按 反应 的 最 后 体积 计算 ,每 1 毫升 中 含有 以 下 成 分 : 
1. 微粒 体 (S105- 沉 淀 ) 1~2 毫克 ( 按 蛋 白质 计算 ) 
2. PH5- 组 分 2~4 毫克 ( 按 蛋 白质 计算 ) 
3. Tris-HCl(pH7.6) 25 微克 分 子 
4, KCl 7 100 微克 分 子 
5， 镁 盐 ( 酷 酸 盐 或 者 氯 化 物 ) 5 微克 分 子 
6. 19 种 无 标记 的 氨基 酸 0.05 微 到 分 子 (每 种 氨基 酸 ) 
7. ATP 1 (Et fF 
8. GTP 0.2 微克 分 子 
9. 磷酸 肌 酸 10 微克 分 子 
10， 磷 酸 肌 酸 激酶 0.4 Bye 
ll. 2-3 3£ Ze 6 微克 分 子 
12. 标记 氮 基 酸 0.5 微 居 里 


根据 实验 的 目的 ， 试 样 的 体积 可 以 变化 在 50 一 100 微 升 到 
5~10 毫升 之 间 。 下 面 是 -- 个 组 成 无 细胞 系统 的 实例 〈 按 10 AE 
品 计算 , 每 一 样品 最 后 体积 是 1 毫升 )( 见 表 30)。 

按 玫 30 制备 组 分 的 混合 物 (\ 在 冰 浴 中 进行 2) 加 水 使 混 谷 液 的 
体积 到 7 毫升 。 

所 添加 的 Tris- Ae my, KC] 溶液 和 镁 盐 的 量 可 按 这 样 的 方 
式 计 算 ， 即 在 混合 物 中 的 缓冲 液 以 及 一 价 和 二 价 阳 离子 的 浓度 相 
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当 于 pH5- 组 分 和 微粒 体 洲 液 中 这 些 离子 的 浓度 。 
表 30 蛋白 质 生物 合成 无 细胞 体系 组 分 的 混合 物 的 制备 


组 分 原液 的 浓度 CM) 0 
Tris~-HCl(pH7.6) 1.0 0.35 
KCI ; 2.5 0.28 
镁 盐 (醋酸 盐 或 者 氧化 物 ) 0.5 0.07 
19 种 无 标记 氮 基 酸 1X10-6( 每 种 氨基 酸 ) 0.5 
ATP 1x10°2 1.0 
GTP 2x10°3 1.0 
磷酸 肌 酸 0.1 1.0 
磷酸 肌 酸 激酶 4 毫克 /毫升 1.0 
2- Fite ZA 1.0 0.06 

0.03 


tric RHER 200 微 居 里 /毫升 


在 10 支 试管 中 每 支 各 加 入 0.7 毫升 含有 各 种 组 分 的 混合 物 
和 0.2 毫升 PH 5- 组 分 溶液 。 向 每 支 试管 中 加 入 0.1 毫升 微粒 体 
悬浮 液 。 组 织 的 重量 和 匀 浆 的 缓冲 液 〈 缓 冲 液 A)， 以 及 PH 5- 组 
分 溶液 和 微粒 体 悬 浮 液 的 最 终 体 积 都 按 上 面 所 述 的 比例 ， 每 个 样 
品 含有 1 一 2 毫克 微粒 体 ( 按 蛋白 质 计算 ) 和 2~4 毫克 pH 5-244} 
《 按 蛋 白质 计算 )。 人 和 仔细 的 搅 匀 后 ，8 个 样品 在 37°C 恒温 水 浴 中 保 
温 40 分 钟 ，2 个 样品 《作为 放射 性 吸附 对 照 ) 在 冰 浴 中 放置 40 分 
钟 。 保 温 后 样品 在 冰 浴 中 冷却 。 

为 了 测定 对 照 和 实验 样品 中 放射 性 挫 入 到 和 蛋白质 中 去 的 情 
th, 各 吸取 0.1 BF, 分别 加 入 含有 0.1% 与 标记 氨基 酸 相同 的 无 
标记 氟 基 酸 的 5% TCA 溶液 2 毫升 。 离 心 , 沉淀 用 上 述 的 TCA KH 
液 洗涤 和 在 90 CC 水浴 中 加 热 20 分 钟 ， 此 时 发 生 了 氨基 酰 -tRNA 
的 水 解 。 悬 浮 液 冷却 后 , 通过 孔径 为 0.7 一 1.5 毫 微米 微 孔 滤 膜 过 滤 
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(Rufs, Aufs, 捷克 )。 用 10 ZH 5% TCA 溶液 和 5 毫升 酒精 洗涤 
滤 膜 几 次 ， 干 燥 。 然 后 将 滤 膜 放 到 闪烁 计数 器 的 小 瓶 中 小瓶 中 
装 有 10 SHARK, 测量 放射 性 .如 果 挨 入 到 蛋白 质 (\ 不 溶 于 热 的 
TCA 中 ) 中 去 的 放射 性 的 量 比 被 吸附 的 放射 性 高 2~3 个 数量 级 ， 
可 以 认为 这 系统 是 有 效 的 。 

除了 在 无 细胞 系统 中 按 放射 性 挫 入 蛋白 质 的 强度 来 判断 蛋白 
质 合成 的 效率 之 外 ， 常 常 有 必要 分 析 被 合成 的 放射 性 蛋白 质 。 为 
了 进行 这 种 分 析 , 必须 将 被 合成 的 蛋白 质 从 系统 中 提取 出 来 , 并 和 
无 放射 性 的 蛋白 质 分 开 。 为 了 这 个 目的 , 保温 后 , 用 浓 的 尿素 溶液 
来 处 理 这 个 系统 (A。E.。PepxMaH u gp., 1972), 

为 了 测定 放射 性 ， 向 取出 样品 后 所 剩 下 的 系统 中 添加 3 倍 体 
| By BA 2M NaCl 的 8M 尿素 溶液 。 混 合 物 在 冰箱 中 放置 2~3 
A, 所 效 集 的 物质 在 1050008 离心 小 时 使 其 沉淀 , HRA. Li 
液 在 水 浴 中 -90 CC 加 热 20 分 钟 , 然后 把 它 冷却 对 流动 的 自来水 透 
析 过 夜 , 再 对 蒸馏 水 透析 4 小时。 透析 液 经 1050008 BL 1 AH, 
收集 透明 的 上 清 液 ， 此 上 清 液 中 含有 被 抽 提 的 放射 性 蛋白质。 上 
述 处 理 可 以 从 蛋白 质 合成 系统 中 分 离 出 可 被 TCA 沉淀 的 所 合成 
的 多 肽 的 40%, 

在 鸡 胚 无 细胞 系统 中 研究 胶原 生物 合成 时 , 我 们 已 指出 , 经 过 
此 处 理 从 系统 中 所 提取 的 放射 性 物质 可 被 高 纯度 的 胶原 酶 分 解 ， 
所 以 能 作为 胶原 的 且 氨 酸 - 羟 化 酶 的 底 物 。 由 此 证 明了 上 面 所 采 
用 的 处 理 能 够 从 系统 中 分 离 出 所 合成 的 单个 蛋白 质 。 


KTebs-2 腹 水 癌 细 胞 无 细胞 蛋白 质 合 成 系统 
T. IO Yraposa 


对 于 外 源 mRNA 的 翻译 作用 《也 就 是 用 外 加 的 -mRNA 合 
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成 蛋白 质 ) 广泛 的 应 用 Krebs-2 腹水 癌 细 胞 抽 提 液 。 这 个 系统 具 
有 很 多 优点 : 

1. 从 玉 rebs-2 细胞 所 得 的 抽 提 液 预 保温 后 内 源 性 挫 入 低 ， 
便于 分 析 合成 的 产物 ; 

2. 这 个 系统 可 用 于 翻译 几乎 所 有 的 真 核 生物 及 动物 病毒 的 
ImRNA。 目 前 已 证 明 ， 这 个 系统 能 有 效 的 翻译 脑 炎 心 肌 炎 病 毒 的 
RNA, 不 同 来 源 的 珠 蛋 白 的 mRNA, 眼球 水 晶体 蛋白 质 的 mRNA， 
免疫 球 蛋 白 轻 链 的 mRNA， 同 源 细 胞 细胞 质 的 mRNA BAY, 
组 蛋白 的 mRNA。 


系统 的 一 般 特 性 


将 Krebs-2 细胞 的 匀 浆 液 经 300008 离心 后 所 得 的 组 分 (组 
分 Sio) 用 作 和 蛋白 质 合成 系统 的 成 分 (核糖 体 ， 翻 译 的 蛋白 质 因 子 ， 
tRNA 和 氨基 醚 -RNA-= 合 成 酶 )。 在 这 个 系统 内 组 分 Soo 的 浓度 为 
每 毫升 10 一 20 x Aszeo 单位 CAxzeo/ 毫升)。 

反应 的 混合 物 同样 含有 30mM Tris-HCl (pH7.6), 3.5mM 
MgCl, 85mM KCl, 7mM 2- 琉 基 乙醇 ,1.5M ATP, 0.1mMGTP, 
0.6M CTP, 10mM 磷酸 肌 酸 ,0.02 毫克 /毫升 肌 酸 激酶 , 每 种 无 标 
记 氮 基 酸 (包括 谷 酰 腕 和 天 冬 酰 胺 ) 各 406M 和 高 比 强 的 标记 氮 基 


(36M, 2- 莹 基 乙醇 和 CTP 的 不 是 一 定 不 要 的 。 根据 我 们 的 材 


料 , 在 无 细胞 体系 提取 和 作用 时 2- 琉 基 乙 醇 的 存在 不 影响 合成 的 
KY. Ti CTP 明显 地 挫 入 到 无 细胞 蛋白 质 合成 系统 的 成 分 中 去 ， 
但 是 它 的 存在 对 长 期 作用 的 系统 来 说 保证 tRNA 的 CCA 未 端的 
再 生 过 程 是 很 重要 的 (Aviv et al., 1971), 

放射 性 标记 物 挫 入 的 刺激 作用 与 所 添加 的 mRNA 的 量 有 关 。 
对 于 已 完全 除去 核糖 体 人 NA 的 mRNA 制剂 来 说 ， 在 浓度 为 5 一 
10 微克 /毫升 范围 内 观察 到 有 显著 的 刺激 作用 ， 而 最 适 浓度 的 范 
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Fl (20~40 微克 /毫升 ) 因 mRNA 的 分 子 量 不 同 而 有 某 些 变化 ; 

在 添加 腹水 癌 tENA 和 网 织 红 血球 核糖 体 的 洗涤 物 的 蛋白 
质 因子 时 能 提高 外 源 的 mRNA 翻译 效率 。 按 Ehrenstein 的 方法 
提取 tRNA(CEhrenstein，1968)， 加 入 到 这 个 系统 中 去 的 tRNA 
量 是 100~200 微克 /毫升 。 按 不 同 作 者 所 引 的 方法 (Shafritz, 
Anderson, 1970; Metafora et al., 1972) 网 织 红 血球 核糖 体 的 
洗涤 物 的 蛋白 质 因子 ， 添 加 到 这 个 系统 中 去 的 量 是 3 一 5Aizsu 
单位 /毫升 。 

标记 氢 基 酸 的 选择 是 以 被 合成 的 蛋白 质 中 氨基 酸 的 成 分 作为 
依据 的 。 


对 试剂 的 要 求 


试剂 不 应 含有 重金 属 盐 的 杂质 。NaCl KCl 和 HCl 最 好 用 光 
谱 纯 的 。 Iris (三 凑 基 氮 基 甲烷 ) 可 以 用 重 结晶 的 商品 (例如 ,三 次 
重 结晶 的 Tris, Rl «NBO MA MARU Ce Pee i. He 
2003% Tris 在 水 浴 中 加 热 的 情况 下 溶 于 2 升 乙醇 中 ， 通 过 漏斗 
热 过 滤 。 洲 液 在 冰 中 冷却 , 在 布 氏 漏斗 上 收集 结晶 , 在 真空 于 燥 顺 
中 于 燥 。 | 

困难 的 是 镁 盐 的 制剂 , 因为 在 苏联 没有 市 售 的 高 纯度 的 制剂 。 
镁 盐 必 须 重 结晶 。 不 重 结晶 时 也 一 定 要 检查 一 下 所 用 的 试剂 。2- 
琉 基 乙醇 应 真空 蒸馏 并 保存 在 充 有 氮气 的 安放 中 。 

AIE,CIP 和 CIP 制剂 可 用 <Reanal》( 铭 牙 利 ) 出 品 的, 或 者 
ty FA «Calbiochem» (英国 ) 的 ， 也 可 用 “serva>》 ( 西 德 ) 的 。 在 无 
细胞 蛋白 质 合 成 系统 内 ， 标 记 挫 入 的 水 平 在 很 大 程度 上 依赖 于 
AIE 的 量 。 应 当 注 意 把 三 磷酸 化 合 物 在 0C 以 下 保存 和 防止 受 
潮 。 最 好 是 把 这 些 制剂 放置 在 紧 闭 的 小 瓶 中 ， 并 把 它 放 到 有 硅胶 
WFR ZEB HH, 在 一 20"C 保 存 。 
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磷酸 肌 酸 和 肌 酸 激酶 的 市 售 制剂 (Reanal) 是 不 大 可 靠 的 。 我 
们 发 现在 许多 磷酸 肌 酸 制 剂 中 含有 大 量 的 肌 酸 和 肌 酸 本 的 混合 物 
《这 制剂 溶解 时 呈 乳 白色 )， 很 多 肌 酸 激酶 则 完全 没有 活性 。 每 一 
种 新 的 制剂 在 应 用 时 应 该 先 在 和 蛋白质 系统 中 进行 检查 。 磷 酸 肌 酸 
应 保存 在 4°C, 而 肌 酸 激酶 应 在 一 20C 保 存 , 并 防止 受潮 。 

最 好 应 用 工 - 型 和 高 纯度 的 无 标记 的 氨基 酸 〈 一 级 试剂 )。 重 
要 的 是 防止 氨基酸 的 彼此 交叉 污染 ， 因 为 这 必然 会 导致 标记 物 的 
稀释 。 为 了 洗涤 样品 ， 应 该 采用 蛋白 质 的 水 解 物 或 者 与 标记 氟 基 
酸 相同 的 比较 便宜 的 氨基 酸 。 

rid AE RMA AW PEO. 

1. 有 高 的 比 放射 性 强度 ， 对 于 “MC-QzERM KR A 200~ 
400 居 里 /20, 而 对 于 *H- 氨 基 酸 还 应 高 1~2 数量 级 ; 

2. 是 无 菌 的 ; 

3. 不 含有 酸 溶性 的 标记 物 。 

英国 (Amersham) 出 售 的 氨基酸 附 合 这 些 要 求 。 也 可 应 用 捷 
死 斯 洛 伐 死 出 品 的 比 放射 性 强度 较 低 的 制剂 ， 但 是 在 这 种 情况 下 
最 好 是 用 几 种 (2~“4) 氮 基 酸 的 混合 物 。 

缓冲 溶液 

所 有 溶液 都 应 用 无 离子 水 或 者 三 次 节 馏 的 重 蒸馏 水 配制 ， 并 
通过 玻璃 滤器 过 滤 。 器 下 和 过 滤器 在 使 用 前 应 该 消毒 。 

用 三 种 原液 配制 缓冲 液 。 

1M Tris-HCl 溶液 ，PH7.6 (121.1 克 Tris 溶 于 1 工 升水 中 )， 
溶液 的 PH 可 用 IM HCl 来 调节 。 在 配制 后 的 第 二 天 将 缓冲 液 调 
到 所 需 的 PH 值 。 

2M KCl 溶液 (149 克 溶 于 1 升水 中 )。 

1M MgCl, 溶液 。 氯 化 镁 的 含水 量 是 不 恒定 的 , 因此 应 根据 密 
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He ic PAK 1M 的 溶液 在 20"C 时 密度 是 1.0717, 

也 可 以 利用 1M 醋酸 镁 溶液 (214 克 Mg(CH,COO),-4H,O 在 
1 升 中 )。 

缓冲 液 A 一 一 35 mMTris-HCICPH7.6) 和 140 mM NaCl 用 
来 洗涤 细胞 。 先 配制 10 倍 浓度 的 溶液 ,而 在 使 用 时 用 冷水 稀释 10- 
倍 。 为 了 配制 10 倍 浓 度 的 浴 液 可 称 取 81.9 克 NaCl 和 350 BF 
1M Tris-HCl 溶液 (PH7.6)。 

缓冲 液 B 一 一 10mMTris-HCICPH7， EAI 1.5mM 
MgCl。 用 来 使 细胞 渗透 休克 。 为 了 配制 100 毫升 10 倍 浓度 的 组 
冲 液 ， 可 取 10 毫升 1MM Tris-HCl (pH7.6), 5 毫升 2M KCl 和 
1.5 毫升 THMM MgCl。 使 用 前 用 冷水 稀释 10 FF. 

缓冲 液 C 一 一 把 它 添加 到 细胞 匀 浆 中 ， 其 量 为 匀 浆 体积 的 
1/9, 其 目的 是 调节 勾 浆 液 中 各 物质 的 最 终 浓 度 : 30mAM Tris-HCl 
(pH7.6),125mM KCl,5mM MgCl, 和 7mM 2-53 ZB. til 
缓冲 液 时 要 计算 盐 的 浓度 使 它 能 使 细胞 渗透 休克 。 为 了 配制 100 
毫升 缓冲 液 , 取 21 毫升 1M Tris-HCl(pH7.6),58 毫升 2M KCl 
和 3.75 毫升 IM MgCl。 使 用 前 每 10 毫升 缓冲 液 中 添加 50 微 升 
154 2- 琉 基 乙 醇 。 

缓冲 液 D 一 一 30mAM Tris-HCl (pH7.6), 85mM KCl, 3.5 
mM MgCl, 和 7m 2- 琉 基 乙 醇 。 抽 提 物 通过 Sephadex 柱 时 应 用 
此 缓冲 液 。 为 了 配制 100 毫升 10 倍 浓度 的 溶液 ， 取 30 毫 升 工 到 
Tris-HCICPH7.6),42.5 25+ 2M KCl fl 3.5 毫升 1MMgCL。 使 
用 前 用 冷水 稀释 10 倍 ， 每 升 工作 液 中 添加 0.5 毫升 15M 2-H HE 
乙醇 。10 倍 浓 度 的 缓冲 液 用 作 无 细胞 系统 的 盐 的 混合 液 。 


用 于 无 细胞 系统 的 试剂 的 制备 
将 三 磷酸 化 合 物 , AIP- 再 生 系统 成 分 ， 无 标记 氨基 酸 和 盐 以 
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混合 物 形式 加 入 到 15 毫升 样品 中 。 下 表 所 示 是 各 个 原液 的 配制 
和 由 这 些 溶液 组 成 混合 液 的 方法 ( 表 31)。 如 果 记 利 用 的 试剂 不 同 
FH PANNA Fe, 那么 要 把 其 折算 一 下 。 根 据 在 水 内 的 溶解 
度 和 稳定 性 来 分 类 配制 成 儿 类 所 基 酸 原液 。 

由 原液 配制 无 细胞 系统 的 反应 混合 物 。 

KAD 工 一 一 为 了 使 样品 与 标记 的 氨基 酸 一 起 保温 一 一 不 应 
含有 与 标记 氨基 酸 ( 赖 氨 酸 ) 相 同 的 氨基 酸 , 表 32 是 用 于 100 个 样 
品 (每 个 样品 的 体积 为 0.1 毫升 ) 所 制备 的 混合 物 。 

混合 物 工 一 一 用 于 组 分 Sao 的 预先 保温 一 一 含有 一 整套 无 标 
记 的 氨基 酸 , 在 混合 物 工 中 没有 盐 。 表 32 是 用 于 10 毫升 组 分 ?ao 
预先 保温 的 混合 液 配制 的 方法 。 

混合 物 成 分 当中 稳定 性 最 低 的 是 肌 酸 激酶 。 其 次 是 2 - HAE Z, 
醇 ， 最 好 在 实验 当天 添加 。 其 余 试 剂 混合 物 能 在 一 20"C 保 存 几 星 
期 。 


腹水 细胞 的 制备 


Krebs-2 腹水 癌 细 胞 用 转 接 法 保存 在 非 品种 的 肉 性 小 白鼠 
中 , 鼠 的 体重 是 20 Sk, A TET 0.2~0.25 毫升 新 鲜 收 集 
的 腹水 ， 注 射 以 后 收集 6~T 天 的 细胞 。 可 用 颈椎 骨 移 位 的 方法 
杀 死 老鼠 ， 用 70 多 乙醇 把 鼠 腹 部 上 的 毛 氛 洗 干 净 , 在 腹部 上 划一 
刀 , 拉 开 皮肤 , 腹膜 穿刺 , 尽 可 能 不 损伤 血管 , 把 腹水 倒 入 几 个 离心 
PRP, 杯 中 装 有 半 杯 冷 缓 冲 液 A, 冲 满 。 当 肿瘤 正常 生长 的 情况 下 
每 只 小 鼠 能 得 到 5~10 毫升 腹水 , 含有 将 近 1x 10° 细胞 /毫升 。 由 
3 一 4 只 小 鼠 中 所 得 的 细胞 足够 用 来 进行 实验 。 

如 果 腹 水 中 含有 血 污 或 者 死 细胞 的 凝 块 ， 那 么 就 不 能 应 用 。 
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表 31 试剂 的 配制 和 保存 


wes] on 9 lore Eel 溶剂 体积 | 2 baa: 
1 ATP, 二 钠 盐 623 | 93.4| 0.5 毫 升水 rs ee nde 3g 
KOH Hitz — 20°C 


2 | GTP, =#84b-5H,O | 631 6.3) 0.5 毫 升水 | RATE — 20°C 

3 CTP, 钠 盐 .2H2O | 563 34.0) 0.5 毫 升水 同上 

4 fee BS ALS - 6HO 363 | 181.2) 1.02Ftxk 同上 

5 肌 酸 激酶 一 | 2.0 | 0.5 毫 升水 | 溶液 不 应 保存 , 现 配 现 用 

6 L~4 RAK 162 | 3.2 | 2.0 毫 升水 以 少量 分 装 , 保存 在 二 205C， 
不 重复 冷冻 


7 L-B Am 181 3.6 |4.025+0.1) 当 加 热 时 溶解 ;在 42C 保 存 ， 
MMHCI 溶 液 | 在 加 入 前 混合 ,用 KOH 中 
和 混合 物 
8 | 17 种 氨基 酸 混 合 物 : 20 毫 升 Hz2O| 混合 物 不 含有 赖 氨 酸 ( 用 标 
记 赖 氨 酸 工作 时 )。 如 利用 。 
甘氨酸 75 3.0 Sli in BORER, ip aS 
FINA BRAS (PRE 
L-ARR 89 | 3.6 7.3 毫 克 ), 而 应 该 从 溶液 成 
份 中 排除 与 标记 氨基 酸 相 
工 - 丝 氢 酸 105 4,2 同 的 氨基 酸 ， 分 装 成 每 份 
1~23F}5 ££ —20°CH (RF 
L-2R AR 11 Gt coded 一 年 
荆 - 亮 氮 酸 131 5.2 
L-#RAR 131 5.2 
工 - 甲 硫 氮 酸 149 5.9 
L-fiae 115 4.6 
L-FrAR 119 4.8 
L-4Ham 165 6.6 
L-f AK 204 8.2 


工 - 精 氨 酸 .HCL | 211 8.4 
L-4Am-HC1-H,O | 210 8.4 


工 - 谷 氮 酸 147 5.9 
工 - 天 冬 氨 酸 133 5.3 
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7% 续 上 表 
eS] “成 a eat BR 溶剂 体积 | a ik 
ERE LO | 160 | 6.0 
L~ RAR 157 | 6.2 
9 | 混合 物 中 含有 18 种 “| 183 | 7.3 | 20 毫 升水 | 分 装 成 每 份 1~2 毫 逢 在 
氨基 酸 : 即 在 上 面 一 20"C 可 保存 一 年 


溶液 8 中 再 补 加 工 -~ 
赖 氨 酸 .HCl 


表 32 用 于 蛋白 质 生物 合成 的 无 细胞 系统 试剂 混合 物 的 配制 


DAYAR AAR CE FH) 
溶 液 
nay I a IE 
1 (ATP) 0.05 0.05 
2 (GTP) | 0.05 0.05 
3 (CTP) 0.05 0.05 
4 〈 磷 酸 肌 酸 ) 0.20 0.20 
5 〈 肌 酸 激酶 ) 0.05 0.05 
缓冲 液 D, 10 倍 浓度 0.7 一 
6 (GARE) 0.04 0.04 
7 (AM) 0.08 0.08 
8 (17 种 氨基 酸 混合 物 ) 0.2 一 
9 〈18 种 氨基 酸 混合 物 ) 一 0.2 
1.5M2-Fi ZG 0.04 一 
水 0.04 一 
混合 物 总 的 体积 1.5 0.72 
组 分 S; 的 提取 


所 有 的 步 又 除了 有 专门 规定 的 外 ， 都 在 冷 的 情况 下 进行 。 所 
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收集 的 细胞 在 20008 离心 5 分 钟 使 其 沉淀 ， 二 次 用 缓冲 液 A 离 心 
洗涤 , 转速 与 时 间 同 上 。 然 后 细胞 悬浮 在 小 体积 (20~40 BF) 组 
冲 液 A 中 ， 再 转移 到 尖 底 的 离心 杯 中 , 在 60008 离心 10 分 钟 ; 吸 
出 上 清 液 ， 向 致密 的 细胞 沉淀 添加 2 倍 体积 低 渗 缓 冲 液 〈 组 冲 液 
B)。 仔 细 地 搅 勺 细胞 , 放置 10 分 钟 使 其 膨胀 。 必 须 注 意 观察 细胞 
的 膨胀 过 程 ， 可 应 用 相差 显微镜 进行 观察 。 膨胀 的 细胞 在 玻璃 匀 
浆 顺 中 用 研 杆 上 下 往返 5~15 次 ， 机 械 破 碎 。 破 碎 的 程度 同样 可 
用 显微镜 检查 , 细胞 的 破碎 程度 不 应 低 于 50 旬 。 添 加 缓冲 液 C《 相 
当 于 匀 浆 体积 的 1/9)， 将 匀 浆 各 种 物质 的 最 终 浓 度 为 : 30m M 
Tris-HCICPH7.5)，125maMKCL 5mMMgCl, #1 7mM 2-7 
乙醇 。30000g 离心 10 4} 4h (High Spreed 18, #3 8x50, 16000 
转 / 分 ) 收 集 上 清 液 ( 组 分 Sso), 尽 可 能 去 掉 上 面 脂肪 层 。 


组 分 Soo 的 预 保 温 


在 全 套 无 标记 氨基 酸 ,AIP, GTP, CTP Ai ATP HEARSAY 
存在 下 进行 抽 提 液 的 预 保温 。 上 述 成 分 的 最 终 浓 度 同 保温 混合 液 
一 样 ( 见 < 系 统 的 一 般 特 征 》 一 节 ), 向 组 分 Sao 添加 混合 物 开 , HS 
升 抽 提 液 添加 0.072 毫升 混合 液 在 37°C 保温 50 分 钟 。 一 般 是 用 
2~3 毫升 抽 提 液 作 预 保温 。 这 个 体积 用 来 上 Sephadex 柱 是 适合 
的 ,对 于 50 一 70 个 样品 的 实验 是 足够 了 。 

将 预先 保温 的 组 分 Soo 在 水 浴 中 冷却 后 在 300008 离心 10 分 
钟 , 从 沉淀 中 小 心 倾 出 上 清 液 。 


组 分 $:, 通过 Sephadex ike Re t+ 


为 了 除去 氨基 酸 和 更 换 缓 冲 液 ， 必 须 把 组 分 Sa 通过 Sepha- 
dex G-25 柱 。 把 Sephadex 凝 胶 装 满 柱 , 柱子 在 三 次 重 蒸 的 蒸馏 
水 内 保存 ， 上 样 前 用 缓冲 液 C 平衡 柱 。 柱 内 Sephadex 凝 胶 的 体 
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积 应 该 大 于 上 样 量 ( 抽 提 液 ) 体 积 T~10 倍 。 制 剂 上 柱 后 ， 以 低速 
流出 并 把 它 收集 (每 分 钟 6~8 滴 )。 通 常 可 用 流出 洗 脱 液 的 混浊 
程度 来 发 现 所 需要 的 组 分 , 但 是 必须 知道 柱 的 排 空 体积 , 因为 在 许 
多 情况 下 经 过 预 保温 后 抽 提 液 几 乎 是 透明 的 , 在 这 种 情况 下 , 可 根 
据 体 积 来 收集 组 分 。 开 始 洗 脱 下 来 的 儿 滴 制剂 由 于 被 缓冲 液 极 大 
的 稀释 ， 可 把 其 弃 去 ， 而 收集 制剂 的 中 等 浓缩 部 分 41.5 一 2.0 这 
升 )。 

为 了 估计 抽 提 液 的 浓度 , 向 30 微 升 所 收集 的 组 分 添加 3 毫升 
水 和 用 分 光 光 度 计 在 波长 260 nm 处 测 其 光 密 度 。 抽 提 液 的 浓度 
通常 在 30~60 Arco 单位 /毫升 范围 内 ， 抽 提 液 可 在 -70C 保 存 。 
如 果 没 有 =70"C 的 冰箱 ， 那 么 抽 提 物 必须 在 提取 出 来 后 当天 就 应 
用 。 


样品 的 成 分 和 保温 条 件 


所 用 0. 工 毫升 的 样品 中 含有 15 微 升 混 合 物 Al 30 微 升 经 过 
预 保温 和 再 通过 Sephadex G-25 柱 的 组 分 Sa 和 20 THF is ic A 
AEM, WR RNA 或 者 其 他 的 附加 成 分 不 加 到 样品 中 去 ， 那 么 对 
0.1 毫 升 的 样品 加 入 35 微 升 三 次 重 蒸 馆 的 共 饮 水。 所 有 加 进去 
的 附加 成 分 不 应 多 于 35 微 升 而 且 它 们 不 应 该 含有 盐 。 添 加 到 样 
品 中 去 的 各 成 分 的 次 序 为 : 试剂 混合 物 , 计算 好 的 水 量 , 组 分 au 
mRNA, 标记 氨基 酸 。 其 它 的 补 加 物 (tRNA 或 者 从 网 织 红 血球 核 
糖 体 洗 涤 下 来 的 因子 ) 应 在 添加 mRNA 之 前 加 进去 。 对 于 每 一 
个 不 同 设计 的 实验 都 应 有 二 个 平行 的 样品 。 样 品 在 保温 前 仔细 搅 
拌 ;在 37C 保温 60 到 :90 分 钟 。 为 了 避免 样品 体积 由 于 蒸发 而 变 
化 , 因此 需 在 密闭 的 恒温 器 内 进行 保温 , 恒温 器 的 内 部 被 水 蒸汽 饱 
和 。 3 两 个 含有 全 部 反应 系统 成 分 的 对 照 用 来 排除 ， 标 记 物 的 非特 
异 吸附 。 对 照 试 验 在 0"C 进 行 保温 。 
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反应 的 停止 和 样品 的 处 理 


添加 0.2 毫升 0.1EKROH 洲 液 以 停止 反应 ， 此 洲 液 中 含有 
0.1 狗 与 标记 氨基 酸 相同 的 无 标记 氨基 酸 ,， 样 品 在 37"C 保 湿 20 分 
钟 为 的 是 使 氨基 酰 -tRNA 水 解 。 在 这 个 阶段 样品 能 在 冰箱 中 放 
置 过 夜 。 然后 向 样品 添加 2 BAYH 10% TCA 溶液 ,此 TCA 
液 中 含有 0.1% 无 标记 的 氨基 酸 ， 样 品 在 冷库 内 放置 10 分 钟 ， 用 
FLUE A (Rufs 捷克 ) 过 滤 ， 滤 膜 预 先 用 含有 0.1 狗 无 标记 氨基 酸 


的 TCA 溶液 湿润 。 试 管用 5% TCA 溶液 洗涤 3 次 ,每 次 4 毫升 ， 


然后 滤 膜 用 10 毫升 5% TCA 溶液 洗涤 , 再 用 5 毫升 乙醇 洗涤 。 在 
滤 膜 上 酸 不 溶性 沉 演 部 分 的 放射 性 可 在 闪烁 计数 带 甲 葵 央 烁 液 中 
进行 测定 。 


方法 的 练习 


在 建立 方法 时 , 第 一 个 实验 最 好 用 没有 预先 保温 过 的 组 分 >s。 
进行 。 高 水 平 的 内 源 性 挫 入 将 证 明 抽 提 物 的 制备 是 正确 的 和 试剂 
质量 是 好 的 。 如 果 在 实验 样品 中 挫 入 到 有 蛋 白质 中 的 放射 性 高 手 对 
照样 品 ( 非 专 一 吸附 ) 的 放射 性 1 ~2 数量 级 , 可 认为 此 系统 是 有 活 
性 的 。 

保温 前 组 分 的 活性 , 也 就 是 它 翻 译 外 源 性 模板 的 能 力 , 可 用 添 
加 多 聚 4\U) 后 ， 带 标记 的 多 聚 葵 丙 氨 酸 的 合成 来 检验 。 进 行 多 育 
(CU) 翻 译 时 在 系统 中 盐 的 最 终 浓度 应 HEB) 125 mM KCI Fl 7.5 
mM MgCl,, 

如 果 在 二 个 对 照 实验 中 都 得 到 正 的 结果 , 但 是 在 添加 MRNA 
时 没有 促进 其 抄 入 , 那么 就 应 该 注意 到 mRNA 的 量 是 否 足 够 。 为 
了 制备 彻底 除去 蛋白 质 的 很 好 纯化 的 制剂 和 避免 下 NA 被 核糖 核 
酸 酶 降解 ， 因 此 用 mRNA 进行 研究 时 应 该 遵守 Penmrrkep 所 述 的 
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定 则 (X. Beatkep, 1970), MAM AINA DIAM WAR PHY 
RNA 制剂 是 已 除去 了 酒精 、 去 污 剂 、EDTA 和 其 他 杂质 (这 些 物 
质 的 添加 是 为 了 抑制 核糖 核酸 酶 ) 的 。 
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计算 G 值 的 列 线 计算 图 。G 值 是 在 离心 机 中 离心 力 @’r) 的 

加 速度 对 地 心 引力 (g=980 厘米 / 秒 人 的 加 速度 之 比值 。 
Ga) pete er 

AP [= 转轴 到 离心 管 中 间 的 距离 ， 以 厘米 来 表示 ，V= 转 头 的 
转速 ( 转 数 /分 )。 

为 了 根据 列 线 计算 图 计算 G 值 , 必须 把 半径 长 度 (r7 和 转 头 的 
转速 〈 转 数 / 分 ) 两 者 用 直线 连接 起 来 。 从 两 线 的 交叉 点 来 确定 G 
值 。 应 该 注意 标尺 G 左 面 的 数值 相应 于 “ 转 数 /分 》 标尺 左面 的 数 
值 。 而 G 标 尺 右面 的 数值 相应 于 < 转 数 /分 > 标尺 右面 的 数值 。 

用 列 线 计 算 图 也 能 反 过 来 从 要 求 得 到 的 G 值 算出 一 定 半 径 的 
转 头 所 能 给 出 的 每 分 钟 转 数 。 
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